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1 Einleitung
1.1 Zellen des Immunsystem
Um den Körper des Menschen vor Krankheiten zu schützen, hat sich ein Immunsystem entwi-
ckelt, welches in zwei Komponenten aufgeteilt wird: Das angeborene und das adaptive Immun-
system. Zum angeborenen Immunsystem zählen natürliche Barrieren wie z.B. die Haut und hu-
morale Bestandteile wie das Komplementsystem, Zytokine, Chemokine oder antimikrobielle
Peptide. Natürliche Killerzellen (NK Zellen), Makrophagen, Monozyten, Dendritische Zellen
(DZ) und Granulozyten, welche in neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten und
basophile Granulozyten unterteilt werden, bilden die zelluläre Komponente des angeborenen
Immunsystems. Diese können u.a. Krankheitserreger wie Bakterien phagozytieren und dann
abtöteten (Makrophagen, Neutrophile Granulozyten) oder auch virusinfizierte oder entartete
Zellen abtöten (NK-Zellen). Antigenpräsentierende Zellen (APZ) wie z.B. Makrophagen, DZ
oder B Lymphozyten nehmen Antigene auf und können sie Zellen der adaptiven Immunantwort
über humane Leukozytenantigen (HLA)-Moleküle präsentieren. B Lymphozyten, die neben T
Lymphozyten ein Bestandteil des zellulären Teils des adaptiven Immunsystems sind, besitzen
mit dem B Zell Rezeptor einen Antigenerkennungsrezeptor auf der Oberfläche und sezernie-
ren nach Antigenerkennung und zusätzlichen Signalen durch T Helferzellen Antikörper, weche
die humorale Komponente der adaptiven Immunantwort bilden. αβ T Zellen stellen den größ-
ten Anteil der T Zellen im Blut dar und erkennen über HLA-Moleküle präsentierte Peptide.
T Helferzellen, die neben dem T Zell Rezeptor (TZR) den CD4-Korezeptor auf der Zello-
berfläche exprimieren, können von APZ über HLA Klasse II (HLA II) Moleküle präsentierte
Antigene erkennen und dann nach weiteren aktivierenden Signalen die Immunantwort durch
Makrophagen, B Zellen oder zytotoxische T Zellen modulieren. Über HLA II werden im All-
gemeinen Peptide von extrazellulären Proteinen, die im endolysosomalen Kompartiment von
z.B. Cathepsin-Proteasen prozessiert werden, präsentiert. Über HLA I Moleküle, die auf allen
kernhaltigen Zellen exprimiert werden, werden hingegen zelleigene Peptide von z.B. über das
Proteasom degradierten Proteinen präsentiert. Dies spielt insbesondere bei der Immunantwort
von zytotoxischen CD8+ αβ T Zellen gegenüber intrazellulären Pathogenen und Viren eine
Rolle. Auch exogene Antigene können über MHC I direkt CD8+ αβ T Zellen präsentiert wer-




Neben Signalen über den TZR und CD4 sowie CD8 ist für die vollständige Aktivierung und zur
Induktion der Proliferation von T Zellen eine Kostimulation notwendig. Hierbei spielen u.a.
Moleküle der B7-Familie (CD80/CD86) und der CD28-Familie eine wichtige Rolle. CD80
oder CD86, welche auf APZ exprimiert werden, binden zur Kostimulation an CD28 auf T
Zellen. Hierdurch wird u.a. über die Src Kinase Lck das TZR-Signal verstärkt (zusammenge-
fasst in Zumerle et al., 2017). Bei CD4+ αβ T Zellen ist das kostimulatorische Signal wichtig
für die IL-2 Produktion. Bleibt das kostimulatorische Signal bei TZR Stimulation aus, führt
dies zur Anergie der T Zelle. Auch andere Mitglieder der CD28-Familie wie z.B. cytotoxic T
lymphocyte-associated protein (CTLA)-4 oder programmed death (PD)-1 kompetitieren mit
CD28 um die Bindung an CD80 oder CD86. CTLA-4 und CD28 haben gegensätzliche Ef-
fekte auf die Aktivierung von T Zellen. Während CD28 ein aktivierendes Signal liefert, sorgt
CTLA-4, das auch als Immun-Checkpoint-Molekül bezeichnet wird, für inhibitorische Signale
und supprimiert die T Zelle (Esensten et al., 2016). Auch Adhäsionsmoleküle wie Integrine
spielen eine wichtige Rolle bei der T Zellaktivierung. Lymphocyte function-associated antigen
(LFA)-1 bestehend aus CD18 (β2 Integrin) und CD11a (αL Integrin) bildet neben intercellu-
lar adhesion molecule (ICAM)-1 in der immunologischen Synpase einen zentralen Bestandteil
des peripheren supramolekularen Aktivierungsclusters (pSMAC). Auch die Bindung von β1-
Integrin (CD29), das häufig mit α1-6 Ketten assoziiert (CD49a-f), an Zielstrukturen vermittelt
zusätzliche Signale, die für die IL-2 Produktion und Proliferation von T Zellen wichtig sind
(Iwata et al., 2000). Im zentralen supramolekularen Aktivierungscluster (cSMAC) der Syn-
apse sind neben dem TZR/CD3-Komplex die Korezeptoren lokalisiert. Bindet der TZR ein
Antigen und erhält kostimulatorische Signale, wird über die Phosphorylierung der CD3ε- und
CD3ζ -Ketten die zeta-chain-associated protein kinase (ZAP)-70 rekrutiert. Dies führt über
weitere Zwischenschritte zur Aktivierung der Phospholipase Cγ (PLC-γ). PLC-γ löst verschie-
dene weitere Signalwege aus, die letztendlich zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFκB) oder nuclear factor of
activated T cells (NFAT) im Zellkern führen, die dann die Transkription von Genen für Proli-
feration, Effektorfunktionen und Differenzierung auslösen (Murphy et al., 2009).
Nach der Antigenerkennung können naive T Zellen abhängig vom Zytokinmilieu in verschie-
dene T Zellsubpopulationen differenzieren. Diese werden anhand der von ihnen freigesetzten
Zytokine unterteilt. T Helferzellen oder zytotoxische T Zellen Typ 1 (TH1 oder Tc1 Zellen)
setzen meist Interleukin (IL)-2, Interferon (IFN)-γ und Tumornekrosefaktor (TNF)-α frei und
exprimieren den Transkriptionsfaktor T-Box expressed in T cells (T-bet) (Szabo et al., 2000).
Die Differenzierung in TH1/Tc1-Richtung wird dabei durch IL-12 und IFN-γ gesteuert, wohin-
gegen die Differenzierung in TH2/Tc2-Richtung durch IL-4 gesteuert wird. TH2 Zellen setzen
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u.a. IL-4, IL-5 und IL-13 frei und exprimieren den Transkriptionsfaktor GATA binding protein
3 (GATA-3) (Zheng and Flavell, 1997). Die für die Differenzierung der jeweiligen Subpopula-
tionen notwendigen Zytokine wirken dabei der Differenzierung in die jeweils andere Subpopu-
lation entgegen. Zusätzlich sind noch weitere Differenzierungsstadien wie z.B. TH9 und TH17
Subpopulationen beschrieben. TH9 Zellen sind charakterisiert durch die Freisetzung von IL-9,
welches bei Allergien eine Rolle spielt. Naive CD4+ T Zellen werden durch IL-4 und TGF-β in
TH9-Richtung polarisiert (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). Außerdem spielen die
Transkriptionsfaktoren PU.1 und interferon regulatory factor (IRF) 4 eine wichtige Rolle bei
der Differenzierung (Chang et al., 2010; Staudt et al., 2010). TH17 Zellen, die eine Rolle bei
Autoimmunerkrankungen spielen, setzen IL-17, IL-21 und IL-22 frei, aktivieren dadurch Neu-
trophile Granulozyten und exprimieren den Transkriptionsfaktor retinoic acid receptor related
orphan receptor γt (RORγt) (Ivanov et al., 2006). Die Differenzierung von naiven CD4+ T Zel-
len in Richtung TH17 benötigt IL-1β , IL-6 und IL-23 (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Dong,
2008; Wilson et al., 2007). B follicular helper T cells (TFH) ist eine T Zell Subpopulation, die
auf die Hilfe von B Zellen in Form von z.B. CD40-Kostimulation oder IL-21 Freisetzung spe-
zialisiert ist. Erhalten B Zellen eine Kostimulation über CD40, werden sie vollständig zur Tei-
lung aktiviert und migrieren in die Peripherie der Follikel (Coffey et al., 2009). Im Menschen
sind TGF-β , IL-12 und IL-23 an der Differenzierung zu TFH Zellen beteiligt, was zur charak-
teristischen Expression des Chemokinrezeptors CXCR5 und des kostimulatorischen Moleküls
inducible T cell costimulator (ICOS), des Transkriptionsfaktors B cell lymphoma (BCL)-6 und
der Freisetzung von IL-21 führt (Schmitt et al., 2014). Regulatorische T Zellen (Treg) sind
immunsuppressiv und vermitteln dadurch die Toleranz gegenüber körpereigenen Antigenen.
Man unterscheidet zwischen natürlichen und induzierten Treg. Sowohl natürliche Treg (nTreg)
als auch induzierte Treg (iTreg) sind gekennzeichnet durch eine starke Expression der α-Kette
des IL-2-Rezeptors (CD25) sowie des Transkriptionsfaktors Forkhead box protein 3 (FoxP3)
(Hori et al., 2003). Während nTreg FoxP3 konstitutiv exprimieren, ist für die Differenzierung
zu iTreg transforming growth factor (TGF)-β , das neben IL-10 auch von den iTreg selbst ge-
bildet wird, wichtig (Asseman et al., 1999). Über diese immunsuppressiven Zytokine können
iTreg Effektor T Zellen supprimieren, während nTreg Effektor T Zellen eher über verschiede-
ne immunsuppressive Oberflächenmoleküle wie PD1 oder CTLA-4 supprimieren (Read et al.,
2000; Takahashi et al., 2000).
γδ T Lymphozyten besitzen sowohl Eigenschaften der angeborenen Immunität als auch der
adaptiven Immunität. Im Gegensatz zu αβ T Lymphozyten erkennen sie ihre Antigene HLA-
unabhängig und benötigen deshalb weder CD4 noch CD8, die beide meist auch nicht von γδ
T Zellen exprimiert werden. γδ T Zellen machen im Blut des Menschen nur ca. 5% der CD3+
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T Zellen aus, können jedoch in epithelialen Geweben, insbesondere in der Haut oder im Darm,
deutlich höhere Anteile einnehmen (Itohara et al., 1990; Kalyan and Kabelitz, 2013). Man un-
terscheidet Subpopulationen von γδ T Zellen anhand ihrer sechs Vδ -Elemente (Vδ1-6), von
denen Vδ1 und Vδ2 am besten charakterisiert sind. Vδ2 γδ T Zellen kommen hauptsäch-
lich im Blut vor, wohingegen Vδ1 γδ T Zellen eher in epithelialen Geweben wie z.B. im
Darm zu finden sind (Deusch et al., 1991; Kabelitz et al., 2005). Das Vδ2-Element des γδ
TZR assoziiert hauptsächlich mit dem Vγ9-Element des γδ TZR. Im Gegensatz dazu kann das
Vδ1-Element des γδ TZR mit verschiedenen Vγ-Elementen (Vγ 2,3,4,5, 8 oder 9) assoziieren
(Schondelmaier et al., 1993; Wesch et al., 1998). Die theoretische Rezeptordiversität ist bei
γδ T Zellen ähnlich groß wie bei αβ T Zellen, allerdings werden in vivo vergleichsweise we-
nig Elemente genutzt. Im Gegensatz zu αβ T Zellen, die ihre Antigene über HLA-Moleküle
präsentiert bekommen, erkennen γδ T Zellen ihre Antigene HLA-unabhängig. Für Vδ1 γδ T
Zellen gibt es Hinweise, dass diese über CD1d Moleküle präsentierte Antigene erkennen kön-
nen (Luoma et al., 2013). Zu den wenigen bisher identifizierten Liganden für Vδ1 γδ T Zellen
gehört u.a. MHC class I related chain A (MICA), welches nicht nur über den TZR, sondern
auch über natural killer group 2 member D (NKG2D)-Rezeptoren erkannt werden kann (Groh
et al., 1998; Xu et al., 2011). Vδ2 γδ T Zellen können über ihren TZR phosphorylierte Stoff-
wechselprodukte der Isoprenoid-Biosynthese, sogenannte Phosphoantigene, erkennen (Morita
et al., 1995; Tanaka et al., 1995). Diese werden dem TZR über einen Mechanismus präsen-
tiert, der das Molekül Butyrophilin (BTN) 3A1 involviert (Harly et al., 2012). Hierbei wurde
zunächst ein Mechanismus vorgeschlagen, der von der Bindung von Phosphoantigenen an die
extrazelluläre Domäne von BTN3A1 und die direkte Präsentation an den γδ TZR ausgeht (Va-
vassori et al., 2013). In letzter Zeit verdichten sich jedoch die Hinweise, dass Phosphoantigene
eher an die intrazelluläre B30.2 Domäne von BTN3A1 binden und die Aktivierung des γδ TZR
weitere Moleküle benötigt (Rhodes et al., 2015; Riaño et al., 2014; Salim et al., 2017; Sand-
strom et al., 2014; Vantourout et al., 2018; Wang and Morita, 2015). Mikrobielle Phospho-
antigene wie z.B. (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl Pyrophosphat (HMB-PP) können Vδ2
γδ T Zellen dabei in pico- bis nanomolaren Konzentrationen aktivieren. Pyrophosphate wie
Isopentenyl-Pyrophosphat (IPP) werden z.B. in Prokaryoten im Nicht-Mevalonatweg gebildet.
Auch im Menschen wird IPP im Mevalonatweg gebildet, welches γδ T Zellen allerdings nicht
aktiviert, da es erst in mikromolaren Konzentrationen für Vδ2 γδ T Zellen aktivierend wirkt
(Hintz et al., 2001; Puan et al., 2007). Einige Tumore, in denen die Isoprenoidbiosynthese
dysreguliert ist, akkumulieren IPP in deutlich höheren Konzentrationen welches dann γδ T
Zellen aktiviert und ihre zytotoxische Kapazität induziert (Gober et al., 2003). Außerdem kön-
nen klinisch lizensierte Aminobisphosphonate (n-BP) wie Zoledronat verwendet werden, um
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die Farnesyl-Pyrophosphat Synthase (FPPS) im eukaryotischen Mevalonatweg zu inhibieren,
was zu einer Akkumulation von IPP und damit zu einer Stimulation von Vδ2 γδ T Zellen führt
(Roelofs et al., 2009). Für die Kostimulation von γδ T Zellen sind kostimulatorische Faktoren
wie ICOS/ICOSL oder CD40L/CD40 wichtig, wohingegen CD28 eine eher untergeordnete
Rolle spielt. Neben dem TZR kann die Aktivierung von Vδ2 γδ T Zellen über verschiedene
NK-Rezeptoren, wie z.B. NKG2D moduliert werden. So können Vγ9Vδ2 γδ T Zellen auch
NKG2D Liganden wie MICA, -B oder UL16-bindende Proteine (ULBPs) über NKG2D er-
kennen, wobei der Einfluss des TZR oder von NKG2D auf die Lyse von Tumorzellen je nach
Tumorzelle unterschiedlich ist (Chitadze et al., 2016; Peipp et al., 2017; Rincon-Orozco et al.,
2005; Wrobel et al., 2007). Erkennt eine zytotoxische T Zelle oder NK Zelle ihre Zielzelle,
werden unterschiedliche Effektormechanismen initiiert. Zum einen gehört dazu die Expres-
sion und Freisetzung von Todesliganden wie Fas Ligand (FasL) und TNF-related apoptosis
inducing ligand (TRAIL) (Bossi and Griffiths, 1999; Takeda et al., 2001). Zum anderen wird
über die Freisetzung der zytotoxischen Mediatoren Perforin und Granzym A oder Granzym B
am Kontaktpunkt, der Synapse, Apoptose in den Zielzellen induziert. Dies kann auf der einen
Seite durch die proteolytische Aktivierung von Caspasen in der Zielzelle geschehen, auf der
anderen Seite kann Granzym B auch über den intrinsischen mitochondrialen Signalweg Apop-
tose auslösen (Adrain et al., 2005; Medema et al., 1997; Pinkoski et al., 2001). Dies geschieht
durch Spaltung von Bid, was dann über eine Oligomerisierung von Bax/Bak Molekülen zu
Cytochrom C Freisetzung und der Induktion von Apoptose führt (Heibein et al., 2000; Sutton
et al., 2000).
Vδ2 γδ T Zellen können anhand ihrer Oberflächenexpression von CD27 und CD45RA in funk-
tionell unterschiedliche Phänotypen unterteilt werden. Naive (Tnaiv, CD27+CD45RA+) und
central memory (Tcm, CD27+CD45RA-) Subpopulationen befinden sich nicht in peripheren
Geweben, exprimieren aber Chemokinrezeptoren für die Migration zu sekundären lymphati-
schen Organen. Effector memory (TEM, CD27-CD45RA-) und terminal differentiated effector
memory (TEMRA, CD27-CD45RA+) Subpopulationen hingegen befinden sich in oder migrieren
zu entzündeten Geweben und können Effektorfunktionen ausüben (Dieli et al., 2003b). γδ T
Zellen besitzen neben ihrer zytotoxischen Funktion eine hohe Plastizität. Sie können abhängig
vom Stimulus und dem umgebenden Zytokinmilieu in TH2-, TH9-, TH17 und TFH-Richtung
differenzieren (Caccamo et al., 2006; Peters et al., 2016; Roark et al., 2008; Wesch et al., 2001;
Wu et al., 2014). Auch regulatorische γδ T Zellen sind beschrieben (Peters et al., 2014; Wesch
et al., 2014). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass γδ T Zellen Fragmente von Zellen über
Phagozytose oder Trogozytose aufnehmen können (Poupot et al., 2005; Wu et al., 2009). Diese
können dann von γδ T Zellen über HLA II präsentiert werden (Brandes et al., 2005; Himoudi
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et al., 2012). Auch die cross presentation von Antigenen über HLA I spielt bei γδ T Zellen eine
Rolle (Brandes et al., 2009; Landmeier et al., 2009; Meuter et al., 2010). γδ T Zellen vereinen
also auf der einen Seite Funktionen der adaptiven Immunantwort, auf der anderen Seite auch
Funktionen der angeborenen Immunität. Sie werden deshalb häufig als „Bindeglied“ zwischen
angeborenem und adaptiven Immunsystem bezeichnet.
Da γδ T Zellen aufgrund ihrer HLA-unabhängigen Erkennung von Antigenen eine reduzier-
te graft-versus-host-Reaktion zeigen und in verschiedene Tumore infiltrieren und diese unter
bestimmten Bedingungen lysieren können (wie beispielsweise in Melanomen oder pancreas
ductal adenocarcinoma (PDAC) (Cordova et al., 2012; Oberg et al., 2014), sind sie für eine
Immuntherapie von Tumoren besonders interessant. Mit Aminobisphosphonaten wie z.B. Zo-
ledronat, das bei Patienten mit Knochenmetastasen eingesetzt wird, oder dem synthetischen
Phosphoantigen Phosphostim (Innate Pharma) sind Stimulanzien für Vγ9Vδ2 γδ T Zellen für
die Nutzung in klinischen Studien verfügbar. Hierfür sind zwei unterschiedliche Strategien
möglich. Zum einen können Vγ9Vδ2 γδ T Zellen durch Gabe von Aminobisphosphonaten
oder Phosphoantigenen im Patienten selektiv aktiviert werden. Zum anderen können Vγ9Vδ2
γδ T Zellen von Patienten isoliert und in vitro expandiert werden und dann autolog in hohen
Zellzahlen in den Patienten zurückgegeben werden. Für beide Strategien ist die zusätzliche
Gabe von IL-2 notwendig, das nur in sehr geringen Mengen selbst von γδ T Zellen produ-
ziert werden kann und für die Proliferation von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen notwendig ist (Pechhold
et al., 1994b; Wesch et al., 1997). Beide Strategien wurden in verschiedenen klinischen Studi-
en mit Patienten verschiedener Tumorerkrankungen mit moderatem Erfolg durchgeführt (Dieli
et al., 2003a, 2007; Kobayashi et al., 2011a, 2007; Kunzmann et al., 2012; Nicol et al., 2011).
Dies könnte zum Teil an der beobachteten aktivierungs-induzierten Erschöpfung (exhaustion)
von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen nach wiederholter Stimulation liegen. Auch besitzen Krebspatienten
häufig eine reduzierte Anzahl an Vδ2 γδ T Zellen (Fournié et al., 2013; Oberg et al., 2014). Zu-
sätzlich besitzen Tumore verschiedene immune-escape Mechanismen um einer Immunantwort
durch γδ T Zellen zu entkommen (genauer beschrieben in Abschnitt 1.3).
1.2 Duktales Pankreas Adenokarzinom und
Ovarialkarzinom
Das duktale Pankreas Adenokarzinom (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) ist eine ex-
trem agressive maligne gastrointestinale Erkrankung mit hoher Mortalität. Das PDAC ist zwar
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nur die 10. häufigste Krebserkrankung in den USA und in Deutschland, ist aber die vierthäu-
figste krebsbedingte Todesursache (Siegel et al., 2017). Mit einer Fünf-Jahres-Überlebensrate
in Deutschland von nur 8% weist das PDAC eine hohe Mortalität auf (Robert-Koch-Institut
und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg), 2015).
Dies liegt unter anderem an dem späten Auftreten spezifischer Symptome, wodurch das PDAC
erst spät diagnostiziert wird und dann häufig schon weit fortgeschritten und metastasiert ist.
Eine chirurgische Resektion ist nur bei 20% der Patienten möglich, von denen 90% zwei Jahre
nach der Operation Metastasen oder Rezidive aufweisen (Haugk, 2010). Schon in den frühen
Vorläuferläsionen wie pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN) oder intraductal papillary
mucinous neoplasia (IPMN) treten teilweise Treibermutationen wie z.B. im K-Ras Onkogen
auf (Morris et al., 2010; Murtaugh, 2014), welche die starke Metastasierung des PDAC oder
auch die Resistenz gegenüber einer Chemo- oder Strahlentherapie erklären könnten. Die Su-
che nach neuen Biomarkern und Therapieformen ist also dringend notwendig. Der Biomarker
carbohydrate antigen (CA) 19-9 wird beim PDAC häufig bestimmt, ist jedoch aufgrund sei-
ner niedrigen Sensitivität und Spezifität insbesondere für die Diagnose umstritten. Ca. 10%
der kaukasischen Bevölkerung, die das Lewis-Antigen nicht besitzen, exprimieren selbst bei
großen Tumoren kein CA 19-9 (Goonetilleke and Siriwardena, 2007). Weitere Biomarker wie
macrophage inhibitory cytokine (MIC)-1, tumor specific growth factor (TSGF), cell adhesion
molecule (CAM) 17.1, carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule (CEACAM)-
1 oder regenerating islet-derived family, member (REG) 4 wurden bisher erforscht, wobei
REG4 neben dem Mucin 5A4 (detektiert durch den PAM4-Antikörper) ein möglicher Kan-
didat für die frühe Diagnose von PDAC ist (Eguia et al., 2012; Gold et al., 2013; Jiang et al.,
2004; Koopmann et al., 2006; Simeone et al., 2007; Takayama et al., 2010; Yiannakou et al.,
1997).
Weiterhin charakteristisch für das PDAC ist ein dichtes desmoplastisches Stroma, das aus ex-
trazellulärer Matrix und verschiedenen immunsuppressiven Zellpopulationen besteht wie z.B.
Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM), Pankreassternzellen oder myeloid derived suppres-
sor cells (MDSC) (Lunardi et al., 2014). Sowohl im Blut als auch in Gewebe von PDAC Pa-
tienten ist im Vergleich zu gesunden Probanden eine erhöhte Anzahl Treg zu finden (Grage-
Griebenow et al., 2014; Helm et al., 2014c; Oberg et al., 2016). In Gewebe von PDAC Pati-
enten konnten hauptsächlich CD8+ und wenige CD4+ αβ T Zellen nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu wurden in Gewebe von Patienten mit chronischer Pankreatitis hauptsächlich
CD4+ αβ T Zellen detektiert (Helm et al., 2014c). Im Gegensatz zu Gewebe von Patienten
mit chronischer Pankreatitis konnten γδ T Zellen in Gewebeschnitten von PDAC Patienten im
Gangepithel nahe der Tumore und im benachbarten Stroma detektiert werden. In der Hälfte
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der 41 analysierten Patienten war die Frequenz der γδ T Zellen im Gangepithel höher als die
Frequenz von CD8+ αβ T Zellen (Helm et al., 2014c; Oberg et al., 2016, 2014). Da γδ T
Zellen in PDAC Gewebe infiltrieren und einige PDAC Zellen nach Stimulation lysieren kön-
nen, könnte eine Immuntherapie von PDAC mit γδ T Zellen eine alternative Therapie für das
PDAC darstellen. In einer Phase I Pilotstudie, in der die Kombination von Gemcitabin mit
einem adoptiven Transfer autologer Vγ9Vδ2 γδ T Zellen mit Gemcitabin allein verglichen
wurde, konnte allerdings kein Unterschied im Überleben zwischen beiden Therapieansätzen
festgestellt werden (Aoki et al., 2017). Es konnte aber die Tendenz festgestellt werden, dass
Patienten, die nach fünfmaligem adoptiven Transfer von γδ T Zellen mehr als 20% γδ T Zel-
len im Blut aufwiesen, ein leicht verlängertes (aber nicht signifikantes) Überleben aufwiesen.
In dieser Studie erhielten die Patienten allerdings weder IL-2 noch wurden die γδ T Zellen
zusätzlich aktiviert.
Das Ovarialkarzinom ist eine maligne Erkrankung der Eierstöcke, die ähnlich wie das PDAC
durch ein dichtes desmoplastisches Stroma charakterisiert ist (Luo et al., 2016). Da keine spe-
zifischen Symptome existieren, erfolgt eine Diagnose meist erst in spätem Stadium, wodurch
die Überlebensaussichten von Patientinnen mit Ovarialkarzinom schlecht sind. Das relative
5-Jahres-Überleben von Patientinnen mit Ovarialkarzinom in Deutschland beträgt etwa 41 %
(Robert-Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutsch-
land e.V. (Hrsg), 2015). Die Standardtherapie besteht aus der chirurgischen Entfernung des
Tumors und anschließender Chemotherapie mit Carboplatin und Paclitaxel. Häufig treten al-
lerdings Rezidive auf. Diese können teilweise über den Serummarker cancer antigen (CA)-125
identifiziert werden, sind jedoch häufig chemoresistent (Jayson et al., 2014). Neue Therapie-
ansätze beinhalten unter anderem die Kombination von Chemotherapie mit Angiogenesehem-
mern. Der monoklonale anti-VEGF Antikörper Bevacizumab wird in mehreren klinischen Stu-
dien für das Ovarialkarzinom getestet und liefert erste vielversprechende Ergebnisse (Perren
et al., 2011). Der humane epitheliale Wachstumsfaktorrezeptor (HER)-2 ist sowohl im Tumor
einiger PDAC Patienten als auch bei 2-87% der Ovarialkarzinom Patientinnen überexprimiert
und kommt daher für eine mögliche Therapie in Betracht (Serrano-Olvera et al., 2006). Al-
lerdings hängt die Überexpression vom Ovarialkarzinom ab (Carvajal-Hausdorf et al., 2017).
Monoklonale Antikörper gegen HER-2 wie Trastuzumab (Herceptin R©) werden erfolgreich
bei Patientinnen mit Brustkrebs eingesetzt und wurden in Studien mit Patienten mit HER-2
positivem Ovarialkarzinom angewendet (Bookman et al., 2003; Jung et al., 2012; Loibl and
Gianni, 2017). Trastuzumab verhindert die HER-2 Homodimerisierung, induziert Antikörper-
vermittelte Zytotoxizität und verhindert die Proliferation von Tumorzellen (Patel et al., 2014;
8
1.2 Duktales Pankreas Adenokarzinom und Ovarialkarzinom
Singh et al., 2014). Eine weitere Möglichkeit einer neuen HER2-Therapie stellen chimeric an-
tigen receptor (CAR) T Zellen dar. Autologe T Zellen werden mit einem CAR bestehend aus
einem single chain fragment of the variable region (scFv) fusioniert an intrazelluläre T Zell
Signaldomänen transfiziert. Bei CARs der ersten Generation war das scFv an CD3ζ gekop-
pelt, wohingegen CARs der zweiten und dritten Generation zusätzlich intrazelluläre Domänen
von kostimulatorischen Molekülen wie z.B. CD28 enthalten (Houot et al., 2015). Für B Zell
Lymphome zeigten sich vielversprechende Therapieergebnisse, was dazu führte, dass CARs
mit Zielantigen CD19 im Sommer 2017 von der FDA für die Therapie von acute lymphobla-
stic leukemia (ALL) zugelassen wurde (Kochenderfer et al., 2015). Auch CARs mit Zielan-
tigenen wie HER2 auf soliden Tumoren sind in der klinischen Erprobung. Eine erste Studie
mit CAR T Zellen, die gegen HER2 gerichtet sind, rekrutiert neben Patienten mit u.a. Brust-
und Lungenkrebs auch Patienten mit PDAC oder Ovarialkarzinom (clinicaltrials.gov identifier:
NCT02713984). CAR T Zellen können Tumore HLA-unabhängig erkennen, sodass sie auch
Tumore lysieren können, in denen HLA Moleküle herunterreguliert sind. Limitationen einer
CAR T Zelltherapie bestehen u.a. in dem Verlust des CAR-spezifischen Antigens durch z.B.
Selektion. Außerdem gibt es teilweise unspezifische Reaktionen (off-target effects) oder cyto-
kine release syndrom (CRS) (Houot et al., 2015). Auch für die Verwendung von bispezifischen
Antikörpern (bsAk) ist die Wahl des Antigens entscheidend. Im Gegensatz zu CAR T Zellen
besitzen bsAk allerdings eine deutlich geringere Halbwertszeit, wodurch eine Immunantwort
gegen das Antigen durch z.B. einstellen der Infusion leichter wieder abgeschaltet werden kann.
Bispezifische Antikörper mit HER2 als Zielantigen wie [HER2xCD3] oder [(HER2)2xVγ9]
wurden von der Arbeitsgruppe Wesch/Oberg in Kooperation mit Prof. Matthias Peipp und PD
Dr. Christian Kellner aus der Sektion für Stammzell- und Immuntherapie des UKSH Kiel ent-
wickelt. [HER2xCD3] besteht aus zwei scFv, von denen eines eine Spezifität für das Tumo-
rantigen HER2 und das andere eine Spezifität für das aktivierende CD3-Molekül auf T Zellen
besitzt. [(HER2)2xVγ9] hingegen besteht aus einem fragment antigen binding (Fab), das an
das Vγ9-Element des γδ TZR bindet sowie aus zwei scFv mit Spezifität für HER2, wodurch
eine erhöhte Avidität erreicht wird. [(HER2)2xVγ9] konnte sowohl in vitro als auch in vivo in
SCID-Beige Mäusen Lyse von PDAC Zellen durch T Zellen induzieren (Oberg et al., 2014).
Durch die Verwendung von bsAk können T Zellen in Gegenwart immunsuppressiver Moleküle
wie z.B. das von Tumorzellen oder anderen immunsuppressiven Zellen freigesetzte Prostag-
landin E2 (PGE2), aktiviert werden und die Tumorzellen lysieren (Gonnermann et al., 2015).




1.3 tumor escape Mechanismen
Ein weiterer Grund für den bisher moderaten Erfolg der Studien einer Immuntherapie mit
Vγ9Vδ2 γδ T Zellen könnten Strategien des Tumors sein einer Immunantwort zu entkom-
men. Dies kann während vier verschiedener Prozesse einer Immunantwort von γδ T Zellen
geschehen (zusammengefasst in Capietto et al., 2011). So kann die Infiltration von γδ T Zel-
len in den Tumor, deren Aktivierung oder zytotoxische Funktion sowie die Freisetzung von
Zytokinen und Chemokinen und die Proliferation von γδ T Zellen durch unterschiedliche im-
munsuppressive Zellen oder Moleküle beeinflusst werden (Vgl. Abbildung 1.1). Schon die
Infiltration von T Zellen in den Tumor ist vielfach gestört. Für die Infiltration von Leukozy-
ten ins Tumorgewebe sind Chemokine sowie die Expression entsprechender Rezeptoren von
großer Bedeutung. Für das PDAC konnte gezeigt werden, dass die Erkennung des Chemokins
CXCL12 durch den entsprechenden Rezeptor CXCR4 von besonderer Bedeutung ist. CXCR4
wird sowohl von αβ - als auch von γδ T Zellen exprimiert (Brandes et al., 2003; Glatzel et al.,
2002). CD8+ T Lymphozyten von PDAC Patienten exprimieren mehr CXCR4 als CD8+ T
Zellen von gesunden Spendern und werden durch von Pankreassternzellen (pancreatic stellate
cells, PSC) freigesetztes CXCL12 zur Migration zu den Pankreassternzellen angeregt (Ene-
Obong et al., 2013). Hierdurch wird die Migration oder der Kontakt zu Tumorzellen erschwert
(Ene-Obong et al., 2013). CXCL12 wirkt auch auf Tumorzellen selbst und fördert deren Proli-
feration und Invasion (Orimo et al., 2005). Dadurch könnte CXCL12 in Verbindung mit seinem
Rezeptor CXCR4 zur schlechten Prognose des PDAC beitragen (Shen et al., 2013; Sleightholm
et al., 2017). Werden zytotoxische Zellen durch Zytokine wie CXCL12 oder andere angelockt,
adhärieren diese und wandern ins Tumorgewebe ein. Die Einwanderung von Leukozyten ins
Tumorgewebe kann durch eine reduzierte Expression von Adhäsionsmolekülen wie z.B. In-
tegrinen erschwert werden (Takeichi et al., 2012). Das Zytokinmilieu in der Tumorumgebung
trägt u.a. zur Rekrutierung immunsuppressiver Zellen wie z.B. mesenchymal stem cells (MSC),
tumor associated macrophages (TAM), immature dendritic cells (iDC), mesenchymal derived
suppressor cells (MDSC) oder Treg bei (Vgl. Abbildung 1.1).
MSC schützen u.a. die Tumorzellen im Ovarialkarzinom vor Apoptose durch Chemotherapeu-
tika und fördern im Kolorektalen Karzinom die Angiogenese und das Wachstum des Tumors
über die Freisetzung von IL-8 (Castells et al., 2013; Wang et al., 2015). Für das PDAC konnten
MSC in einem Mausmodell nachgewiesen werden, in dem K-RasLSL.G12D spezifisch im Pan-
kreas exprimiert ist, womit die schrittweise Entwicklung des PDAC im Menschen nachgebil-
det wird (Westphalen and Olive, 2012). MSC sind in diesem Mausmodell sowohl im normalen
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Abbildung 1.1: Darstellung einiger immune escape mechanismen gegenüber einer γδ T Zell Antwort. Die
Immunantwort von γδ T Zellen gegenüber Tumoren kann auf auf unterschiedliche Weise und durch verschie-
dene Immunmodulatorische Mechanismen inhibiert werden. Wie dies im Detail geschieht ist im Text erklärt.
Abbildung entnommen aus (Capietto et al., 2011).
als auch im neoplastischen Stroma lokalisiert und besitzen tumorfördernde Funktion (Mathew
et al., 2016). Ob sie aber eine Rolle im Stroma des humanen PDAC spielen, bleibt bisher un-
geklärt.
Neben einer Inhibition von αβ T Zellen und NK Zellen (zusammengefasst in Uccelli and
de Rosbo, 2015) wurde eine inhibitorische Funktion von MSC in vitro auch für Vγ9Vδ2 γδ
T Zellen gezeigt (Martinet et al., 2009). Dies geschieht über die Cyclooxygenase (COX)-2
abhängige Produktion von PGE2, welches von MSC freigesetzt wird und die Proliferation,
Zytokinproduktion und zytotoxische Aktivität von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen über die Bindung an
EP2- und EP4-Rezeptoren auf der Oberfläche der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen inhibiert. In Vγ9Vδ2
γδ T Zellen wie auch in NK Zellen geschieht die Inhibition über die cAMP-abhängige Ak-
tivierung der Proteinkinase A (PKA) (Martinet et al., 2010). Unsere Gruppe konnte zeigen,
dass PGE2 im PDAC nicht nur durch MSC sondern insbesondere auch durch die Tumorzellen
selbst freigesetzt werden kann und die zytotoxische Aktivität von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen hemmt
(Gonnermann et al., 2015).
Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) können einen hohen Anteil (bis zu 50%) an der gesam-
ten Tumormasse ausmachen und spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorentwicklung und
der Etablierung und Aufrechterhaltung eines immunsuppressiven Mikromilieus. In 80% der
publizierten Studien besteht eine Verbindung zwischen TAM Anzahl und Dichte und schlech-
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ter Prognose (Laoui et al., 2014). Zwar können Makrophagen auch anti-Tumor Funktionen
ausüben, sie werden jedoch häufig durch Zytokine in der Tumormikroumgebung ähnlich wie
T-Helferzellen vom TH1- oder TH2-Typ in M1- oder M2-Richtung polarisiert (zusammenge-
fasst in Mantovani et al., 2004). M2-Makrophagen können z.B. die Vaskularisierung fördernde
Moleküle wie vascular endothelial growth factor (VEGF) freisetzen oder mittels Freisetzung
von TGF-β oder IL-10 zum immunsuppressiven Milieu beitragen (Szebeni et al., 2017). Beim
PDAC konnten tumor-assoziierte Makrophagen mit sowohl M1- (Expression von HLA-DR,
IL-1β und TNF-α) als auch M2-Phänotyp (Expression von CD163 und IL-10) nachgewiesen
werden (Helm et al., 2014a). Auch in Gewebe von Patienten mit chronischer Pankreatitis waren
beide Phänotypen wie auch eine Mischform (Expression von HLA-DR und CD163) zu finden,
was darauf hindeutet, dass TAM schon früh in der Tumorentwicklung des PDAC eine Rolle
spielen (Helm et al., 2014b).
Auch immature dendritic cells (iDC) und mesenchymal derived suppressor cells (MDSC) sind
im Tumormikromilieu vorhanden und können die Tumorantwort negativ beeinflussen. iDC in
der Tumorumgebung zeigen z.B. eine geringe Expression der kostimulatorischen Moleküle
CD80 und CD86 und können Antigene nicht gut präsentieren, wodurch eine effektive Immun-
antwort von αβ T Zellen nicht stattfinden kann (Gabrilovich, 2004). Im Gegensatz dazu konnte
gezeigt werden, dass die Reaktion von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen auf Phosphoantigene von iDC ver-
stärkt werden und diese vice versa iDC zur Maturierung anregen (Devilder et al., 2006).
Treg und andere immunsuppressive Zellen könnten zum einen zum Tumor wandern oder durch
vom Tumor oder der Tumorumgebung freigesetzte Zytokine in eine immunsuppressive Rich-
tung differenziert werden. Die Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) könnte mit verantwortlich
sein für die Differenzierung von T Zellen in eine immunsuppressive Richtung. IDO wird von
vielen Tumoren überexprimiert und wird beim PDAC insbesondere nach IFN-γ-Stimulation
hochreguliert (Doktorarbeit von Hannah Jonescheit in der AG Wesch/Oberg). IDO katalysiert
den Abbau der Aminosäure Tryptophan zu Kynurenin, welches die Differenzierung von naiven
CD4+ T Zellen in regulatorische T Zellen induzieren kann (Chen et al., 2008). Auch weitere
potentiell immunsuppressive Moleküle wie z.B. lösliche NKG2D-Liganden finden sich im im-
munsuppressiven Stroma von Tumoren. MIC-A/B können z.B. von der Zelloberfläche von Tu-
morzellen von z.B. Metalloproteasen durch shedding freigesetzt werden (Chitadze et al., 2013).
Dies führt nicht nur dazu, dass die Tumorzellen durch NK Zellen oder γδ T Zellen nicht mehr
über NKG2D erkannt werden können. Zusätzlich vermindern lösliche NKG2D-Liganden, die
auch im Serum von PDAC Patienten zu finden sind, die zytotoxische Aktivität von z.B. γδ T
Zellen (Märten et al., 2006). Weiterhin können Tumorzellen über die Expression verschiede-
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ner Moleküle wie z.B. des Immuncheckpoint-Moleküls PD-L1 eine Immunantwort modulieren
(Marcucci et al., 2017). Auch die Herunterregulation verschiedener Moleküle kann eine Rol-
le spielen. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass die Interaktion von T Zellen mit Tumorzellen
über ICAM-1 (CD54) besonders wichtig für die zytotoxische Aktivität von γδ T Zellen ist (Liu
et al., 2009; Shojaei et al., 2009). Auch die Expression von Zucker-bindenen Molekülen wie
den Galektinen könnte eine Rolle in der Tumor-vermittelten Suppression einer Immunantwort
durch T Zellen spielen. Treg, die ebenfalls im immunsuppressiven Stroma vieler Tumore zu
finden sind, können Proliferation und Zytokinproduktion von zytotoxischen T Zellen hemmen.
Dies kann über zellkontaktabhändige Mechanismen passieren (nTreg (Piccirillo and Shevach,
2001)), allerdings könnten auch die von iTreg freigesetzten immunsuppressiven Zytokine wie
TGF-β oder IL-10 zur Immunsuppression beitragen (Tang and Bluestone, 2008).
1.4 Galektine
Galektine sind eine Gruppe von Proteinen, die β -Galaktosid-Zuckerstrukturen erkennen kön-
nen. Diese werden z.B. bei der N- oder O-Glykosylierung von Proteinen verwendet, wodurch
Galektine eine große Anzahl verschiedener Proteine binden können. Die Erkennung und Bin-
dung durch Galektine erfolgt durch die Kohlenhydraterkennungsdomäne (carbohydrate reco-
gnition domain, CRD). Es sind bisher 15 Galektine beschrieben, die anhand der Anzahl und
Struktur der CRD in prototype Galektine, chimäre Galektine und tandem-repeat Galektine un-
terteilt werden (Vgl. Abbildung 1.2). Die prototype Galektine Galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11,
-13, -14 und -15 bestehen aus einer CRD, die dimerisieren kann. Galektin-3, das einzige Mit-
glied der Gruppe der chimären Galektine, besteht aus einer CRD mit einer N-terminalen Do-
mäne über die Galektin-3 Pentamere bilden kann. Ein Mitglied der Familie der tandem-repeat
Galektine ist neben Galektin-4, -6, -8 und -12 auch Galektin-9. Diese Galektine zeichnen sich
durch zwei CRDs aus, die über einen flexiblen Peptidlinker verbunden sind (Méndez-Huergo
et al., 2017). Im Menschen sind bisher Galektin-1-4, -7-10 sowie -12 und -13 gefunden wor-
den, wohingegen Galektin-5 und -6 in Nagetieren und Galektin-11, -14 und -15 in Schaf und
Ziege beschrieben wurden (Ebrahim et al., 2014). Nicht nur die CRD ist für die Bindung von
Galektinen an andere Proteine verantwortlich. Galektin-9 z.B. wird in verschiedenen Geweben
mit unterschiedlich langen Peptidlinkern exprimiert und besitzt davon abhängig unterschiedli-
che Eigenschaften (Sato et al., 2002a; Spitzenberger et al., 2001).
Galektine werden im Zytoplasma an freien Ribosomen synthetisiert (Wilson et al., 1989), von




Abbildung 1.2: Galektine werden in drei unterschiedliche Gruppen unterteilt. Prototype Galektine beste-
hen aus einer Kohlenhydraterkennungsdomäne (CRD), die dimerisieren kann. Im Gegensatz dazu besteht das
einzige bisher bekannt Galektin des chimären Typs (Galektin-3) aus einer CRD mit einem Peptidlinker, über
den es Pentamere bilden kann. Tandem-repeat Galektine bestehen aus zwei CRDs, die über einen flexiblen
Peptidlinker verbunden sind. Auch tandem-repeat Galektine können multimerisieren.
wichtig für das splicen von RNA (Dagher et al., 1995; Vyakarnam et al., 1997). Aufgrund ihrer
Bindungsfähigkeit für glykosylierte Proteine können Galektin auch als „Klebstoff“ der Zelle
bezeichnet werden. Durch ihre Fähigkeit zu multimerisieren oder durch die bei tandem-repeat
Galektinen vorhandenen zwei CRDs können sie z.B. Zell-Zell-Kontakte etablieren oder Netz-
werke bilden und sind häufig ein Teil der extrazellulären Matrix (Ochieng et al., 1998b). Wie
Galektine von Zellen freigesetzt werden, ist allerdings bisher ungeklärt. Da Galektine keine
klassische Signalsequenz besitzen, werden sie nicht über den klassischen sekretorischen Weg
freigesetzt. Stattdessen werden nicht-klassische Wege der Freisetzung für Galektine wie z.B.
die Translokation durch Membrantransporter diskutiert (zusammengefasst in Hughes, 1999).
Das am Besten untersuchte Galektin ist neben Galektin-1 insbesondere Galektin-3 (Ebrahim
et al., 2014).
Galektin-3, das ein berechnetes Molekulargewicht von 26kDa besitzt, unterscheidet sich struk-
turell von anderen Galektinen. Es besitzt eine N-terminale Domäne sowie die C-terminale
CRD. Die N-terminale Domäne ist essentiell für die volle biologische Aktivität und ist notwen-
dig für die Bildung von Pentameren (Ahmad et al., 2004). Die CRD ist verantwortlich für die
Bindung von Galektin-3 an N-Acetyl-Laktosamin an Kohlenhydratketten von glykosylierten
Proteinen, wohingegen einige Protein-Protein-Interaktionen auch unabhängig von Kohlenhy-
draten vermittelt werden (Menon et al., 2000).
Galektin-3 wird in vielen Zellpopulationen exprimiert. Je nach Zellpopulation und Status der
Zelle ist Galektin-3 im Nuklues, im Zytoplasma oder auf der Zelloberfläche exprimiert. Auch
eine Freisetzung von Galektin-3 ist beschrieben (Radosavljevic et al., 2012). Extrazelluläres
Galektin-3 sorgt für eine Quervernetzung von Zellen mit der extrazellulären Matrix oder von
benachbarten Zellen (Dumic et al., 2006). Im Zytoplasma besitzt Galektin-3 antiapoptotische
Wirkung, welche u.a. über die Interaktion mit Bcl-2 vermittelt wird (Yang et al., 1996). Au-
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ßerdem ist zytoplasmatisches Galektin-3 über Bindung an K-Ras oder Akt an vielen weiteren
Prozessen wie Zellproliferation oder Zelldifferenzierung beteiligt (Oka et al., 2005; Shalom-
Feuerstein et al., 2005). Obwohl Galektin-3 keine nuclear localization sequence (NLS) besitzt,
ist Galektin-3 Expression im Nukleus beschrieben. Dort fungiert Galektin-3 im Gegensatz zu
zytoplasmatischem Galektin-3 als pro-apoptotisches Protein und ist an der Prozessierung von
pre-mRNAs beteiligt (Califice et al., 2004; Patterson et al., 2002). Auch Zellen des Immunsys-
tems exprimieren Galektin-3. In Eosinophilen und Neutrophilen Granulozyten ist Galektin-3
an der IgE-abhängigen Aktivierung beteiligt (Truong et al., 1993a,b). Aufbauend auf diesen
Erkenntnissen wurde die Funktion von Galektin-3 in einem Ovalbumin-induzierten Asthma
Mausmodell untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass Galektin-3 Knockout Mäuse deut-
lich weniger Hyperreaktivität gegenüber induziertem Asthma aufweisen als Wildtyp Mäuse,
was darauf hindeutet, dass Galektin-3 eine entscheidende Rolle in der Entzündung der Atem-
wege spielt (Zuberi et al., 2004). Mechanistisch könnte hierbei besonders die Adhäsion von
Neutrophilen und Eosinophilen an Epithelzellen oder deren Migration eine Rolle spielen. An
beiden Prozessen ist Galektin-3 beteiligt (Rao et al., 2007; Sato et al., 2002b). Zusätzlich wur-
de Galektin-3 in Mastzellen und Basophilen Granulozyten in sekretorischen Granula gefunden
was darauf hindeutet, dass Galektin-3 möglicherweise an der Freisetzung von sekretorischen
Granula beteiligt ist (Craig et al., 1995). Galektin-3 ist in Mastzellen ebenfalls an der IgE-
vermittelten Antwort beteiligt und der Knockout führt zu einer verminderten Histaminfreiset-
zung und verringerter IL-4 Produktion (Chen et al., 2006).
Auch für Monozyten ist eine Expression von Galektin-3 beschrieben. Diese erhöht sich um
Faktor 5 bzw. Faktor 11, wenn Monozyten für 2 bzw. 5 Tage in Richtung Makrophagen dif-
ferenziert werden (Liu et al., 1995). In Makrophagen vermittelt Galektin-3 durch Bindung an
CD98 an der Oberfläche die Aktivierung eines alternativen (M2) Phänotyps über IL-4 und
IL-13. Zusätzlich erhöht IL-4 die Galektin-3 Expression und Freisetzung was zu einer autokri-
nen Verstärkung dieser alternativen Aktivierung führt (MacKinnon et al., 2008). Ferner dient
Galektin-3 als Botenstoff für die Rekrutierung von Makrophagen und Monozyten (Sano et al.,
2000) und vermittelt die Erkennung des Pilzes Candida albicans durch Makrophagen (Jouault
et al., 2006). Diese unterschiedlichen Galektin-3-vermittelten Prozesse der Makrophagen sind
stark vom Aktivierungszustand der Zelle abhängig (Sano et al., 2003).
Auch an der adaptiven Immunantwort ist Galektin-3 beteiligt. Im Thymus z.B. ist Galektin-
3 beteiligt an der Regulation der Thymozyten-Selektion sowie der Thymozyten-Migration
(Silva-Monteiro et al., 2007). In murinen Lymphozyten selbst ist Galektin-3 hingegen nur sehr
gering exprimiert, wird allerdings in T Zellen nach Aktivierung über CD3 oder durch Conca-
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navalin A hochreguliert. Dabei konnte Galektin-3 sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma
lokalisiert werden, wohingegen in murinen T Zellen keine Oberflächenexpression beschrie-
ben ist (Joo et al., 2001). Im Gegensatz dazu konnten Demotte und Kollegen Galektin-3 auf
der Oberfläche von humanen Tumor-infiltrierenden Lymphozyten nachweisen (Demotte et al.,
2010). In Leukämie-Zelllinien verringerte die Inhibition von Galektin-3 in T Zellen durch an-
tisense Oligonukleotide die Proliferation, hatte aber keinen Einfluss auf den Zelltod von T
Zellen. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass Jurkat T Zellen, die mit Galektin-3
transfiziert wurden, deutlich resistenter gegenüber der Induktion von Apoptose durch Protein-
Kinase-Inhibitoren sind als Galektin-3 negative Kontrollen (Yang et al., 1996). Fukumori und
Kollegen konnten zeigen, dass Galektin-3 Zelltod sowohl in MOLT-4 und Jurkat T Zellen als
auch in humanen PBMZ induziert, was in MOLT-4 Zellen über Bindung an CD7 und CD29
vermittelt wird (Fukumori et al., 2003). Stillman und Kollegen konnten dagegen CD45 und
CD71 identifizieren, über die Galektin-3 ebenfalls Zelltod in Jurkat- und CEM-T Zellen in-
duziert (Stillman et al., 2006). Grundsätzlich scheint der Effekt von Galektin-3 im adaptiven
Immunsystem eher immunsuppressiv zu sein. Galektin-3 hat z.B. einen negativen Effekt auf
das TZR signaling in murinen CD4+ αβ T Zellen, indem es die immunologische Synapse de-
stabilisiert und die Herunterregulation des TZR fördert (Chen et al., 2009). Zusätzlich konnte
gezeigt werden, dass Galektin-3 in tumorinfiltrierenden Lymphozyten dafür verantwortlich ist,
dass der TZR nicht mehr mit CD8 kolokalisiert, wodurch Anergie induziert wird (Demotte
et al., 2008). Kouo und Kollegen konnten ebenfalls zeigen, dass Galektin-3 an das Immun-
Checkpoint Molekül lymphocyte activation gene (LAG)-3 bindet und über diese Bindung die
anti-Tumor-Immunantwort von CD8+ T Zellen supprimiert (Kouo et al., 2015). Auch Peng
und Kollegen konnten zeigen, dass Galektin-3 Apoptose in tumorreaktiven CD8+ T Zellen in-
duziert. Zusätzlich steigerte eine hohe Expression von Galektin-3 in einem Mausmodell für das
kolorektale Karzinom das Tumorwachstum (Peng et al., 2008). Auch in Biopsien aus Primär-
tumoren und Metastasen von Melanompatienten korrelierte die Galektin-3 Expression mit der
Apoptose von Tumor-assoziierten Lymphozyten (Zubieta et al., 2006). Wurden TIL mit GCS-
100, einem modifizierten Zitruspektin, das Galektin-3 inhibiert, behandelt, wiesen sie weniger
Galektin-3 auf der Zelloberfläche auf und zeigten eine deutlich erhöhte IFN-γ Freisetzung (De-
motte et al., 2010).
Insgesamt deuten die publizierten Daten darauf hin, dass Galektin-3 eine wichtige Rolle in der
Suppression einer αβ T Zell-Antwort im Tumorgeschehen spielt. Es ist bisher allerdings nicht
untersucht wie Galektin-3 auf γδ T Zellen wirkt bzw. ob Galektin-3 auch die Immunantwort
von γδ T Zellen moduliert.
Galektin-3 ist in vielen verschiedenen Tumorentitäten überexprimiert (zusammengefasst in
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Thijssen et al., 2015). Häufig erhalten unterschiedliche Studien allerdings unterschiedliche Er-
gebnisse, wenn die Expression im Tumor mit Normalgewebe verglichen wird. Das Problem
hierbei sind zu Teilen unterschiedliche experimentelle Herangehensweisen, die z.B. keinen
Vergleich der nukleären und zytoplasmatischen Expression ermöglichen und somit die Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse erschweren. Während z.B. Kim und Kollegen beim Ovarialkarzi-
nom eine Überexpression von Galektin-3 im Tumor im Vergleich zu Normalgewebe feststell-
ten, konnte in anderen Studien eine verminderte Expression von Galektin-3 im Tumor von Ova-
rialkarzinompatientinnen gezeigt werden (Brustmann, 2008; Cortesi et al., 2011; Kim et al.,
2011). Zusätzlich wird Galektin-3 durch die Matrix-Metalloproteasen (MMP) 2 und 9 gespal-
ten und freigesetzt (Ochieng et al., 1994). Dies ist z.B. für das Prostatakarzinom beschrieben
und korreliert mit der Progression von Brustkrebs (Nangia-Makker et al., 2007; Wang et al.,
2009). Galektin-3 könnte somit im Serum ein prognostischer Marker sein, der auch schon in
einigen Tumorentitäten untersucht wurde (Thijssen et al., 2015). Funktionell ist Galektin-3 im
Tumorgeschehen meist mit negativen Faktoren assoziiert. Die Überexpression von Galektin-3
in Brustkrebs Zellen führte z.B. zu einer Verstärkung der Adhäsion der Zellen an Laminin,
Fibronektin und Vitronektin sowie zu einer erhöhten Resistenz gegenüber der Induktion von
Apoptose (Matarrese et al., 2000). Im Gegensatz dazu führte eine Inhibition von Galektin-3
dazu, dass Brustkrebszellen in vitro ihren malignen Phänotyp verloren. Auch in vivo führte
eine Herunterregulation von Galektin-3 in MDA-MB-435 Zellen nach Transfer in athymische
Mäuse zu deutlich reduziertem Tumorwachstum (Honjo et al., 2001). Galectin Therapeutics,
eine Firma, die Galektin-3 Inhibitoren entwickelt, hat das Lipopolysaccharid GR-MD-02, wel-
ches ein weiterer Galektin-3 Inhibitor ist, in einem Fibrose-Rattenmodell und in mehreren
klinischen Studien untersucht. Neben ersten Phase I und Phase II Studien bei der nichtalko-
holischen Steatohepatitis (NASH) wurde GR-MD-02 auch in ersten Phase I Studien für eine
Kombinationstherapie mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren (Ipilimumab, Pembrolizumab) und
Galektin-3 Inhibitor getestet, wobei sich erste vielversprechende Resultate einer (zusätzlichen)
Galektin-3 Inhibition zeigten (Harrison et al., 2016; Traber et al., 2013).
Durch die vielfältigen Möglichkeiten Adhäsion von Zellen zu regulieren und an Proteine der
extrazellulären Matrix zu binden, spielt Galektin-3 auch eine große Rolle bei der Metasta-
sierung (zusammengefasst in Funasaka et al., 2014; Takenaka et al., 2002). Aber auch hier
gibt es Unterschiede zwischen verschiedenen Tumorentitäten. Während Galektin-3 in Ovari-
alkarzinomzellen zu einer vermehrten Migration der Tumorzellen beiträgt, korreliert bei PDAC
Patienten eine verringerte Galektin-3 Expression mit vermehrten Metastasen (Lu et al., 2016;
Shimamura et al., 2002). Zusätzlich konnte in vitro gezeigt werden, dass die Herunterregula-
tion von Galektin-3 in PDAC Zellen die Fähigkeit der PDAC Zellen zu migrieren über einen
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Mechanismus, der MMP-2, die Proteinkinase Akt, Glykogensynthase-Kinase (GSK)-3 und β -
Catenin beinhaltet, verringert (Kobayashi et al., 2011b).
Neben der Beeinflussung der Migration von PDAC Zellen spielt Galektin-3 auch eine Rolle
bei der Initiierung von PDAC. In Gewebe von Patienten mit chronischer Pankreatitis, die auch
als Vorläuferläsion für das PDAC vermutet wird, ist Galektin-3 im Vergleich zu normalem
Pankreasgewebe verstärkt exprimiert, was darauf hindeutet, dass Galektin-3 schon früh in der
Entwicklung des PDAC eine Rolle spielt (Wang et al., 2000). Insbesondere die Expression in
Gangepithelzellen und in den Azinuszellen könnte dazu beitragen, dass sich eine chronische
Pankreatitis zu einem PDAC entwickelt. Galektin-3 bindet an K-Ras, welches in nahezu allen
PDAC Tumoren mutiert ist (Elad-Sfadia et al., 2004). In PDAC Zellen wird durch Bindung von
Galektin-3 an Ras der Ras-Signalweg ausgelöst, was zu verstärkter Proliferation und invasiver
Kapazität führt (Song et al., 2012). Eine Freisetzung von Galektin-3 durch PDAC Zelllinien
ist ebenfalls beschrieben (Gaida et al., 2012). Ob das von PDAC Zellen freigesetzte Galektin-3
auf T Zellen wirkt, ist allerdings unklar. Ob eine Freisetzung von Galektin-3 in PDAC Zellen
oder auch T Zellen induziert werden kann und ob sich die Freisetzung in Kokultur von PDAC




Die Arbeitsgruppe Wesch konnte in Kooperation mit der AG Sebens eine Infiltration von γδ T
Zellen in PDAC Tumore nachweisen. In vitro Untersuchungen zeigen, dass γδ T Zellen selek-
tiv über ihre Antigene und IL-2 aktiviert werden müssen um PDAC Zellen lysieren zu können.
Dies legt die Vermutung nahe, dass es sowohl in vitro als auch in vivo Resistenzmechanismen
gibt, die eine Lyse von PDAC Zellen durch γδ T Zellen verhindern. Hinweise in der Literatur
deuten darauf hin, dass Galektin-3 in der Interaktion von T Zellen mit PDAC Zellen eine be-
sondere Rolle einnimmt. Die Funktion von Galektin-3 in dieser Interaktion sollte im Rahmen
dieser Arbeit genauer charakterisiert werden. Hierbei wurde ein besonderer Fokus auf folgende
Fragestellungen gelegt:
1. Wird Galektin-3 von PDAC Zellen bzw. Ovarialkarzinomzellen freigesetzt und wird die
Freisetzung in Kokultur mit T Zellen, insbesondere den γδ T Zellen moduliert?
2. Wird Galektin-3 von T Zellen freigesetzt und dient nach deren Aktivierung möglicher-
weise als zytotoxischer Mediator?
3. Welche Effekte hat Galektin-3 auf (γδ ) T Zellen und Tumorzellen und wie werden diese
vermittelt?
4. Infiltrieren γδ T Zellen und CD8+ αβ T Zellen ebenfalls in Ovarialkarzinome, die wie
PDAC Tumore eine immunsuppressive Tumormikroumgebung aufweisen?
5. Welche T Zellsubpopulationen sind im Aszites und Tumor von Ovarialkarzinom Patien-
tinnen zu detektieren?
6. Spielt Galektin-3 in der Interaktion von T Zellen und frisch isolierten primären Ovari-
alkarzinom Zellen eine Rolle?
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2 Materialien und Methoden
2.1 Geräte
Tabelle 2.1: Verwendete Geräte
Gerät Typ Firma
β -Szintillationszähler MicroBeta Trilux PerkinElmer, Boston, USA
Blotkammer Wet/Tank blotting system Biorad, München
CO2-Inkubator Heracell 240 Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Durchflusszytometer FACS Calibur BD Biosciences, Heidelberg
ImagestreamX MKII MerckMillipore, Darmstadt
LSRFortessa BD Biosciences
Elektrophoresekammer Minigel Biometra, Göttingen
ELISA Reader Infinite M200 Tecan, Männedorf, Schweiz
Entwicklermaschine Agfa, Gera
JuLi Br NanoEnTek, Seoul, Korea
Mikroskop Axioskop Zeiss, Göttingen
Axiovert 10 Zeiss
Pipetten 0,1-1000 µl Eppendorf, Hamburg
Multikanal 5-300 µl Thermo Fisher Scientific
Pipettor Pipetus Hirschmann, Eberstadt
RTCA Single plate (SP) assay Roche, Mannheim
Spektrophotometer Smartspec3000 Biorad
Sterilwerkbank Lamin Air HB 2472 K Thermo Fisher Scientific
Zählkammer Neubauer Thermo Fisher Scientific
Zentrifuge Megafuge 3 S-R Thermo Fisher Scientific
Megafuge 16 Thermo Fisher Scientific
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2.2 Materialien
Tabelle 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien
Name Firma
6er Platte Greiner, Frickenhausen
12er Platte Greiner
24er Platte Greiner
96er Platte, Flachboden Thermo Fisher Scientific
96er Platte, Rundboden Thermo Fisher Scientific
96er Platte, Spitzboden Nerbe, Winsen/Luhe
96er Platte, Maxisorp Thermo Fisher Scientific









Filterpapier Whatman GE Healthcare
FACS-Röhrchen, 0,6 ml Thermo Fisher Scientific
MACS-LS-Säulen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Nitrozellulosemembran Machery Nagel, Düren
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA
Pipettenspitzen Sarstedt, Sarstedt
Reaktionsgefäße, 0,2 ml, 1,5 ml, 2 ml Sarstedt
Serologische Pipetten 1-50 ml Greiner
Transwell-Einsatz, 0,4 µm Porengröße Greiner
Zellkulturflaschen, 50 ml, 250 ml, 650 ml Greiner
Zentrifugenröhrchen, 15 ml, 50 ml Greiner
Alle nicht aufgelisteten Chemikalien oder Reagenzien waren von Merck, Darmstadt oder Sigma-
Aldrich, Taufkirchen.
Tabelle 2.3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien
Name Firma
Complete Proteaseinhibitor Roche
51Chrom (Aktivität 1mCi) PerkinElmer, Billerica, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) Calbiochem, Darmstadt




Fötales Kälberserum (FKS) Life Technologies, Karlsruhe
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2.3 Medien und Puffer
Name Firma










Nonidet P-40 (NP-40) Fluka, Buchs, Schweiz
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin Biochrom
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Biochrom
Propidiumiodid Serva
Rinder Serum Albumin (BSA) Serva
RPMI 1640 Life Technologies





2.3 Medien und Puffer
Tabelle 2.4: Verwendete Medien, Puffer und Lösungen. Für alle Substanzen ist jeweils die Endkonzentration
angegeben.
Name Substanz
Eosin-Lösung zur Zellzählung 2 g Eosin
0,25 g NaN3
450 ml NaCl-Lösung (0,9 %)
50 ml FKS
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0,1 % (w/v) PFA
FACS staining buffer PBS
1 % (v/v) FKS
0,1 % (w/v) NaN3
FACS Waschpuffer PBS
0,1 % (w/v) NaN3
1 % (w/v) BSA
MACS Waschpuffer PBS
0,5 % (w/v) BSA
2 mM EDTA
PBS-T PBS
0,1 % (v/v) Tween 20
SDS Laufpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
1 % (w/v) SDS
SDS Probenpuffer 125 mM Tris pH 6.8
4 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Glycerin
0,0025 % (w/v) Bromophenolblau
8 % β -Mercaptoethanol
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2.3 Medien und Puffer
Name Substanz
Stripping-Lösung 62,5 mM Tris
100 mM β -Mercaptoethanol
2 % (v/v) SDS
TBS-T 10 mM Tris
150 mM NaCl
0,05 % (v/v) Tween 20
TNE Lysepuffer 50 mM Tris





4 % (v/v) Complete
TM
Transblot Puffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
25 % (v/v) Methanol
Trypsin/EDTA 0,05 % (w/v) Trypsin
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2.4 Stimulanzien und Zusätze
Tabelle 2.5: Verwendete Reagenzien und Zusätze. r: rekombinant, h: human
Name Einsatzkonzentration Herkunft
Bromohydrin-Pyrophosphat (BrHPP) 300 nM Innate Pharma, Marseille, Frankreich
[HER2xCD3] 1 µg/ml Prof. Peipp/PD Dr. Kellner
[(HER2)2xVγ9] 1 µg/ml Prof. Peipp/PD Dr. Kellner
Ionomycin 500 ng/ml Calbiochem
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) 10-100 ng/ml Sigma-Aldrich
rhIL-2 12,5-50 IU/ml Novartis, Basel, Schweiz
Zoledronat 2,5 µM Novartis
2.5 Testsysteme
Tabelle 2.6: Verwendete Testsysteme und Fertiglösungen
Name Katalognummer Firma
Annexin-V-FITC AnxF100 MabTag GmbH, Friesoythe
Annexin-V binding buffer AnxBuff MabTag GmbH
Anti-TCRγδ MicroBead Kit 130-050-701 Miltenyi Biotec
CD4 MicroBeads 130-045-101 Miltenyi Biotec
CD8 MicroBeads 130-045-201 Miltenyi Biotec
Coomassie Protein Assay Reagent 23236 Thermo Fisher
Cytofix/Cytoperm 554714 BD Biosciences
FcR Blocking Reagent 130-059-901 Miltenyi Biotec
Human Galectin-3 DuoSet ELISA DY1154 R&D Systems, Wiesbaden
Human Galectin-9 DuoSet ELISA DY2045 R&D Systems
NuPAGE
TM
4-12% Bis-Tris-Gel (10 Wells) NP0321 Thermo Fisher
NuPAGE
TM
4-12% Bis-Tris-Gel (15 Wells) NP0336 Thermo Fisher
Proteinmarker „Precision Plus“ 161-0373 Biorad




Tabelle 2.7: Antikörper für die Oberflächenfärbung. Im Falle unbekannter Ausgangskonzentration wurde die
Verdünnung angegeben. AF:AlexaFluor, BV: BrilliantViolet
Antigen Fluorochrom Klon Endkonzentration Firma
CD2 Biotin OKT11 30 µg/ml Hybridom, ATCC
CD3 Biotin OKT3 50 µg/ml Hybridom, ATCC
CD3 AF647 SK7 5 µg/ml Biolegend, San Diego, USA
CD3 PE SK7 2,5 µg/ml BD Biosciences
CD3 BV421 UCHT1 5 µg/ml BD Biosciences
CD4 Biotin OKT4 20 µg/ml Hybridom, ATCC
CD4 PE SK3 0,6 µg/ml BD Biosciences
CD8 PE SK1 2,5 µg/ml BD Biosciences
CD8 APC BW135/80 1:10 Miltenyi Biotec
CD107a PE H4A3 10 µg/ml BioLegend
CD326 APC HEA-125 0,55 µg/ml Miltenyi Biotec
MHC I Biotin W6/32 50 µg/ml Hybridom, ATCC
TCR αβ Biotin BMA031 50 µg/ml Immunotech, Monrovia, USA
TCR αβ FITC IP26 100 µg/ml Biolegend
TCR γδ FITC 11F2 17 µg/ml BD Biosciences
TCR γδ PE 11F2 25 µg/ml BD Biosciences
Vδ1 FITC TS8.2 30 µg/ml Thermo Fisher
Vδ2 FITC IMMU389 1:4 Beckmann&Coulter
Vγ9 AF488 7A5 5-20 µg/ml eigenes Labor
Vγ9 FITC 7A5 5-20 µg/ml eigenes Labor
IgG1 (Maus) AF647 MOPC-21 entsprechend Biolegend
IgG1 (Maus) FITC X40 entsprechend BD Biosciences
IgG1 (Maus) PE X40 entsprechend BD Biosciences
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Tabelle 2.8: Antikörper für die intrazelluläre Färbung. AF:AlexaFluor
Antigen Fluorochrom Klon Endkonzentration Firma
CD63 PE MEM-259 250 µg/ml Abcam, Cambridge, VK
CD107a/LAMP-1 PE H4A3 1,2 µg/ml BioLegend
Galektin-3 AF647 M3/38 1 µg/ml BioLegend
Galektin-3 — M3/38 1-10 µg/ml BioLegend
Galektin-3 — Gal397 1-10 µg/ml BioLegend
Rab11 — polyklonal 1 µg/ml Thermo Fisher
Vti1b — 7/Vti1b 5 µg/ml BD Biosciences
Tabelle 2.9: Sekundärantikörper. Im Falle unbekannter Ausgangskonzentration wurde die Verdünnung angege-
ben. AF:AlexaFluor
Name Fluorochrom Endkonzentration Firma
Esel-anti-Kaninchen AF555 10 µg/ml Thermo Fisher
Esel-anti-Maus AF555 10 µg/ml Thermo Fisher
Huhn-anti-Ratte AF488 10 µg/ml Thermo Fisher
Streptavidin APC 100 µg/ml Thermo Fisher
Ziege-anti-Maus Biotin 100 µg/ml Jackson, Cambridgeshire, VK
Ziege-anti-Maus HRP 1:7500 GE Healthcare
Ziege-anti-Ratte AF555 10 µg/ml Thermo Fisher
Ziege-anti-Ratte HRP 1:5000 GE Healthcare
Tabelle 2.10: Für WesternBlot verwendete Antikörper. Im Falle unbekannter Ausgangskonzentration wurde die
Verdünnung angegeben.
Antigen Klon Endkonzentration Firma
Galektin-3 Gal397 1 µg/ml BioLegend
β -Aktin AC-15 1:10000 Sigma-Aldrich
GAPDH 6C5 1:3000 Santa Cruz, Dallas, USA
Tabelle 2.11: Antikörper für funktionelle Untersuchungen. m: Maus, r:Ratte
Antigen Klon Endkonzentration Firma
CD7 M-T701 5-20 µg/ml BD Biosciences
CD11a HI111 5-20 µg/ml BD Biosciences
CD29 Mab 13 5-20 µg/ml BD Biosciences
CD45 HI30 5-20 µg/ml Biolegend
CD49c C3 II.1 5-20 µg/ml BD Biosciences
mIgG1 MOPC-21 entsprechend Biolegend




Die verwendete Stealth RNAi
TM
siRNA zur Herunterregulation von Galektin-3 wurde von In-
vitrogen, ThermoFisherScientific, Paisley, Vereinigtes Königreich, bezogen. Als Negativkon-
trolle wurde die Stealth RNAi
TM
siRNA negative control lo GC (Katalognummer: 12935200)
von Invitrogen, ThermoFisherScientific, Karlsruhe verwendet.
Tabelle 2.12: Sequenz der verwendeten siRNA
Katalognummer Ziel Sequenz (5’- 3’)
10620318 Galektin-3 sense GCU GGG CCA CUG AUU GUG CCU UAU A
10620319 Galektin-3 antisense UAU AAG GCA CAA UCA GUG GCC CAG C
2.8 Patientinnen
Blut, Aszites und Gewebe von 21 Patientinnen mit serösem oder muzinösem Ovarialkarzi-
nom wurde uns durch Prof. Bauerschlag aus der Klinik für Gynäkologie und Geburtshilfe
des UKSH, Kiel zur Verfügung gestellt. Alle Patientinnen hatten vorher ihr Einverständnis
zur Spende erteilt, welche auch durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultät der
Christian-Albrechts-Universität zu Kiel genehmigt ist (AZ B3277/10).
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2.9 Zelllinien
Alle PDAC Zelllinien wurden uns durch Prof. Kalthoff/Sebens und Dr. Röder zur Verfügung
gestellt, die Ovarialkarzinom Zelllinien wurden über die American Type Culture Collection
(ATCC) bezogen und stammen aus dem Labor von Prof. Bauerschlag. Der Genotyp und die
Freiheit von Mykoplasmen wurde regelmäßig durch short tandem repeat (STR) Analyse bzw.
Mykoplasmentest überprüft.
Tabelle 2.14: Alle PDAC Zelllinien wie beschrieben in Sipos et al. (2003). Beide Ovarialkarzinom Zelllinien wie
beschrieben in Buick et al. (1985).
Zelllinie Quelle der Tumorzelle Histologie
BxPC-3 Primärer Tumor PDAC
Capan-1 Lebermetastase PDAC
Capan-2 Primärer Tumor PDAC
Colo357 Lymphknotenmetastase PDAC
MiaPaCa-2 Primärer Tumor PDAC
Panc1 Primärer Tumor PDAC
Panc89 Lymphknotenmetastase PDAC
PancTu-I Primärer Tumor PDAC
HEY Tumor Xenograft Ovarialkarzinom
SKOV3 Aszites Ovarialkarzinom
2.10 Software
Tabelle 2.15: Verwendete Software
Software Firma
Cell Quest Pro BD Biosciences
FACS Diva 8 BD Biosciences
FlowJo V10 FlowJo LLC








Die Daten wurden mit einem ein-oder zweiseitigen Studentischen T Test oder mit einem zwei-
seitigen Mann-Whitney U Test mittels Microsoft Excel oder GraphPad Prism auf statistische
Signifikanz überprüft.
2.12 Zellbiologische Methoden
2.12.1 Kultivierung von Zellen
Sowohl etablierte Tumorzelllinien als auch T Zellen wurden in einem CO2-Inkubator in was-
serdampfgesättigter Atmosphäre mit einem CO2-Gehalt von 5% kultiviert. Als Medium wurde
RPMI 1640 (Gibco) mit 10% fötalem Kälberserum (FKS) und 100 U/ml Penicillin sowie 100
µg/ml Streptomycin verwendet (Zellkulturmedium). Jede neue Charge FKS wurde im Labor
auf seine Eignung für die Zellkultur der besonders empfindlichen γδ T Zellen in Proliferations-
tests untersucht. Adhärente Tumorzelllinien wurden alle zwei bis drei Tage passagiert. Hierfür
wurde zunächst das Medium abgesaugt und zur Entfernung restlicher Mediumbestandteile mit
PBS gewaschen. Die Zellen wurden nun mit Trypsin/EDTA im Brutschrank inkubiert und ab-
gelöst. Die Zellen wurden anschließend zur Entfernung des Trypsin/EDTA zentrifugiert (317 g,
5 Minuten), mit PBS gewaschen, gezählt und in Zellkulturmedium in der benötigten Zellzahl
erneut ausgesät. Wurden Tumorzellen für einen Versuch benötigt, wurden diese vorher in einer
frischen Zellkulturflasche ausgesät.
2.12.2 Kryokonservierung von Zellen
Zellen können zur Aufbewahrung kryokonserviert werden. Hierfür wurden die gewünschten
Zellen pellettiert (317 g, 5 Minuten), in Einfriermedium aufgenommen (maximal 35-40×106)
und in gekühlte Kryoröhrchen überführt. Das im Einfriermedium enthaltene DMSO verhindert
die Bildung von Kristallen und schützt so die Integrität der Zellmembran. Die Kryoröhrchen
wurden zunächst für ca. 20 Minuten bei -20◦C und dann bei -80◦C eingefroren und nach we-
nigen Tagen in flüssigem Stickstoff konserviert. Zum Auftauen wurden die Zellen möglichst
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schnell ins kalte Zellkulturmedium überführt mehrmals gewaschen um das schon bei Raum-
temperatur toxische DMSO möglichst schnell zu entfernen. Die Zellen wurden anschließend
gezählt und in Kultur genommen.
2.12.3 Isolierung von mononukleären Zellen aus peripherem Blut
Periphere mononukleäre Zellen (PBMZ) wurden entweder aus Vollblut oder aus Leukozyten-
konzentraten von gesunden Blutspendern oder aus Vollblut von Patienten gewonnen. Leuko-
zytenkonzentrate von den für uns anonymisierten Blutspendern wurden uns freundlicherwei-
se durch das Institut für Transfusionsmedizin des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein,
Campus Kiel zur Verfügung gestellt. Die Verwendung der Blutspende oder der Leukozyten-
konzentrate für die Forschung ist durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultät der
Christian-Albrechts-Universität zu Kiel genehmigt (Codenummer: D403/14, D404/14, D405/10,
B3277/10). Zur Generierung von PBMZ wurde das Vollblut mit dem gleichen Volumen PBS,
das Leukozytenkonzentrat im Verhältnis 1:10 verdünnt auf Ficoll-Hypaque (spezifische Dich-
te 1,077 g/ml) geschichtet. Durch die anschließende Zentrifugation mit 751 g für 20 Minuten
ohne Bremse wurden die Blutbestandteile gemäß ihrer Dichte aufgetrennt, wobei sich das Plas-
ma und Thrombozyten im Überstand ansammeln. Der Interphasering enthält Lymphozyten und
Monozyten, wohingegen die Erythrozyten und Granulozyten pellettiert werden. Der Interpha-
sering wurde entnommen und für 5 Minuten bei 481 g mit PBS gewaschen. Zur Entfernung
von Thrombozyten und Ficollrückständen wurde noch weitere zwei Mal für 10 Minuten bei
188 g mit PBS gewaschen. Die auf diese Weise gewonnenen PBMZ wurden anschließend in
Zellkulturmedium aufgenommen und gezählt.
2.12.4 Isolation von Tumor-Azites-Lymphozyten
Aszites von Patientinnen mit Ovarialkarzinom wurde entweder vor oder während der Operati-
on entnommen und wurde uns von Prof. Dirk Bauerschlag aus der Klinik für Gynäkologie und
Geburtshilfe des UKSH, Kiel zur Verfügung gestellt. Um Tumor-Aszites-Lymphozyten (TAL)
aus dem Aszites zu isolieren, wurde der Aszites zunächst bei 481 g für 5 Minuten zentrifugiert
und der Überstand zur späteren Analyse bei -20◦C eingefroren. Die pelletierten Bestandteile
des Aszites wurden in Zellkulturmedium aufgenommen, über Ficoll geschichtet und wie unter




2.12.5 Isolation von tumorinfiltrierenden Lymphoyzten
Tumore von Patientinnen mit Ovarialkarzinom, die während der Operation entnommen wur-
den, wurden uns ebenfalls von Prof. Bauerschlag zur Verfügung gestellt. Das Gewebe wurde
in 10 cm Schalen mit PBS gewaschen um Blutreste zu entfernen. Anschließend wurde das Tu-
morgewebe in ca. 1 mm3 große Stücke zerkleinert und in 5-10 ml PBS mit je einem Ansatz der
Enzyme A, K und R des Tumor-Dissociation-Kits (Miltenyi Biotec) für eine Stunde bei 37◦C
im Brutschrank verdaut. Zur Vereinzelung wurde die Zellsuspension dann durch ein 100 µm
Sieb gegeben und gewaschen, wobei die größeren Tumorbestandteile herausgefiltert wurden.
Waren noch viele größere Tumorbestandteile im Durchlauf, wurde dieser wie in Abschnitt
2.12.3 beschrieben über Ficoll gegeben, gewaschen und in Zellkulturmedium aufgenommen.
Waren hingegen ausschließlich Zellen in der Größe von Lymphozyten im Durchlauf (visuelle
Kontrolle am Mikroskop), wurden diese bei 481 g für 5 Minuten zentrifugiert und in Zellkul-
turmedium aufgenommen.
2.12.6 Etablierung von Tumorzellen aus Tumorgewebe oder Aszites von
Patientinnen mit Ovarialkarzinom
Tumorzellen aus Zellbanken wie der Deutschen Sammlung für Mikroorganismen und Zellkul-
turen (DSMZ) oder der american type culture collection (ATCC) können käuflich erworben
werden und stehen für die biomedizinische Forschung zur Verfügung. Möchte man dagegen
die Interaktion von Tumorzellen und ensprechenden autologen T Zellen untersuchen, müssen
Tumorzellen von Patienten selbst etabliert werden. Hierfür wurden Tumore von Patientinnen
mit Ovarialkarzinom (Prof. Bauerschlag) wie unter Abschnitt 2.12.5 beschrieben zerkleinert
und verdaut. Die Zellsuspension wurde zur Isolation der Tumor-infiltrierenden Lymphozyten
(TIL) anschließend durch ein 100 µm Sieb gegeben und gewaschen. Die im Sieb verbliebenen
Tumorstücke wurden dann in Zellkulturschalen oder -flaschen gegeben und in Zellkulturmedi-
um kultiviert. Nach einigen Tagen wurden die löslichen Tumorreste entfernt und die adhärenten
Zellen weiter kultiviert, wobei mindestens einmal pro Woche das Zellkulturmedium gewechselt
wurde. Nach mehreren Wochen waren in einigen Fällen genügend Zellen für eine Charakte-
risierung oder Experimente vorhanden. Zur Charakterisierung wurde die Expression der Pro-
teinphosphatase CD45 als Leukozytenmarker, des epithelialen Zelladhäsionsmoleküls epithe-
lial cell adhesion molecule (EpCAM), von HER2 und des Fibroblastenmarkerproteins CD90
durchflusszytometrisch analysiert. Zellen, die positiv für EpCAM und HER2 sowie negativ
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für CD45 und CD90 waren, wurden mit Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) durch Dr.
Jörg Weimer aus der Klinik für Gynäkologie und Geburtshilfe des UKSH als Tumorzellen wie
in Acar-Perk et al. (2010) beschrieben bestätigt.
2.12.7 Magnetische Separation verschiedener Zellpopulationen
Verschiedene Zellpopulationen wurden mittels magnetischer Separation aus einem heteroge-
nen Zellgemisch wie den PBMZ isoliert. Im Gegensatz zur negativen Isolation von Zellpo-
pulationen, bei der alle ungewünschten Zellen markiert und zurückgehalten werden, wurden
die Zellpopulationen im Rahmen dieser Arbeit mit einem monoklonalen Antikörper (mAk)
gegen ein spezifisches Oberflächenantigen der gewünschten Zellpopulation markiert (positive
Separation). Hierzu wurden zunächst die Fc-Rezeptoren der Zellen mit dem FcR blocking re-
agent (Miltenyi) blockiert um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Für die Isolation von
γδ T Zellen wurde anschließend ein indirektes Zwei-Schritt-Verfahren (anti-TCR γδ Micro-
Bead Kit, Miltenyi) bestehend aus Markierung der γδ T Zellen mit einem spezifischen Hapten-
gekoppelten mAk und folgenden FITC-markierten anti-Hapten-Microbeads verwendet. CD4+-
und CD8+ T Zellen wurden direkt mit spezifischen Microbead-gekoppelten mAk markiert
(CD4- bzw. CD8 MicroBeads, Miltenyi). Das Zellgemisch wurde nun über eine Säule in ei-
nem Magneten gegeben, wobei die markierte Zellpopulation durch das in der Säule verstärkte
Magnetfeld zurückgehalten wurde. Nach einmaligem Waschen der Säule wurde diese aus dem
Magneten entfernt und die zu isolierende Zellpopulation von der Säule eluiert. Typischerweise
war die durchflusszytometrisch überprüfte Reinheit der isolierten Zellpopulationen größer als
98%.
2.12.8 Generierung von kurzzeit γδ T Zelllinien
Zur Generierung von kurzzeit γδ T Zellen wurden aus Vollblut oder aus Leukozytenkonzen-
traten PBMZ isoliert (siehe Abschnitt 2.12.3). Die PBMZ wurden in Zellkulturmedium auf
1 Mio/ml eingestellt und zur selektiven Expansion von γδ T Zellen mit 2,5 µM Zoledronat in
Zellkulturplatten stimuliert und unter Zugabe von 50 U/ml IL-2 kultiviert. Alle zwei bis drei
Tage wurde erneut IL-2 hinzugegeben und je nach Bedarf das Medium gewechselt oder die
Zellen gesplittet. In den meisten Fällen erreichte die kurzzeit γδ T Zelllinie nach 12 bis 14




2.12.9 Generierung von kurzzeit αβ T Zelllinien
Für die Generierung von CD4+- oder CD8+ kurzzeit αβ T Zelllinien wurden zunächst PBMZ
isoliert und CD4+- oder CD8+ αβ T Zellen magnetisch separiert. Die isolierten T Zellen wur-
den dann in Zellkulturmedium in Gegenwart von 100 U/ml IL-2 mit Aktiverungs-/Expansions-
Partikeln (A/E-Beads, T cell Activation/Expansion Kit, Miltenyi) im Verhältnis 1 Bead pro
Zelle stimuliert. Die A/E-Beads wurden vorher über Nacht bei 4◦C mit Antikörpern gegen
CD2, CD3 und CD28 (jeweils 10 µg/ml) inkubiert. Alle zwei bis drei Tage wurde erneut IL-2
hinzugegeben und das Medium nach Bedarf gewechselt oder die Zellen gesplittet. Die Reinheit
blieb über die gesamte Kulturzeit größer als 98%.
2.12.10 Herrunterregulation von Galektin-3 mit siRNA
Die Transfektion mit small interfering RNA (siRNA) ist eine Methode zur transienten Herrun-
terregulation eines Proteins. Die siRNA ist eine doppelsträngige RNA, die nach Einbringen in
die Zelle in den von mehreren Proteinen gebildeten RNA-induced silencing complex (RISC)
eingelagert wird. Die eingelagerte siRNA wird gespalten, wobei der verbleibende Strang als
Template dient um komplementäre mRNAs zu finden, die nach Erkennung gespalten werden.
Die mRNA steht somit nicht mehr zur Translation zur Verfügung, sodass kein Protein gebildet
werden kann.
Zur Herunterregulation von Galektin-3 in PDAC Zellen wurde die in Tabelle 2.12 aufgelistete
siRNA verwendet. Die Herrunterregulation wurde in 12er Platten nach dem reverse transfecti-
on Protokoll durchgeführt. Für die Transfektion in einer Kavität wurden 12 pmol siRNA (durch
Titration bestimmt) und 2 µl Lipofectamin R© RNAiMAX in 200 µl Optimem Medium für 10-
20 Minuten in der Kavität inkubiert. Lipofectamin R© RNAiMAX (Invitrogen, ThermoFisherS-
cientific, Karlsruhe) ist ein Transfektionsreagenz auf Lipidbasis, das für die Transfektion von
siRNAs optimiert ist. Anschließend wurden 150.000 PDAC Zellen in 1 ml Zellkulturmedium
ohne Antibiotika aber mit 10 % FKS hinzugegeben. Der Zeitpunkt der optimalen Herrunter-
regulation wurde durchflusszytometrisch und per WesternBlot analysiert. 72 Stunden nach der
Transfektion war die geringste Galektin-3 Expression zu detektieren. Als Kontrolle dienten un-
transfizierte PDAC Zellen sowie mit einer siRNA mit niedrigem GC-Gehalt (Stealth RNAi siR-
NA negative control lo GC, Invitrogen, ThermoFisherScientific, Karlsruhe) transfizierte PDAC
Zellen.
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2.12.11 Analyse der Zellmigration im Wundheilungsassay
Zur Analyse des Einflusses von Galektin-3 auf die Migration von PancTu-I Zellen wurde
Galektin-3 wie unter Abschnitt 2.12.10 mittels siRNA herunterreguliert oder die Zellen mit
kontroll siRNA transfiziert. Nach 72 Stunden wurden die Zellen direkt in der 12er Platte in
einem Wundheilungsassay eingesetzt. Hierfür wurde mit einer Pipettenspitze eine „Wunde“ in
der konfluenten Zellschicht induziert und über 24 Stunden in der JuLi Br Mikroskopeinheit
beobachtet, ob die Zellen diesen Riss wieder schließen können. Das JuLi Br macht zu diesem
Zweck alle fünf Minuten ein Bild der jeweiligen „Wunde“.
2.12.12 Analyse von Tumorzellen mit dem xCelligence System
Das xCelligence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) System (ACEA, San Diego, USA) ist ein
Gerät mit dem unter anderem die Lyse von adhärenten Tumorzellen durch T Zellen ohne die
Inkorporation von Farbstoffen oder radioaktiven Markern analysiert werden kann. Das Sys-
tem basiert auf speziellen 96er E-Platten, deren Vertiefungen am Boden mit Goldelektroden
beschichtet sind. Diese elektronischen Sensoren können die Impedanz von adhärenten Zellen
messen. Die Impedanz kann durch verschiedene zelluläre Parameter wie Proliferation, Größe,
Morphologie oder Adhäsion beeinflusst werden. Zellen, die am Boden der Kavität adhärieren,
führen dabei zu einer Erhöhung der Impedanz, die in der Analysesoftware in der willkürlichen
Einheit „Zellindex“ dargestellt wird. Breiten sich die Zellen weiter aus oder teilen sie sich,
steigt die Impedanz weiter. Werden die adhärenten Zellen durch z.B. zytotoxische Zellen oder
Triton-X-100, das häufig als Positivkontrolle für maximale Lyse verwendet wird, lysiert, lösen
sie sich vom Boden ab und die Impedanz sinkt. Auf diese Weise kann die zytotoxische Aktivität
von T Zellen auf adhärente PDAC Zellen hervorragend analysiert werden. Die Vorteile dieser
Methode bestehen in der langen Zeitspanne, über welche die Experimente verfolgt werden
können, in der möglichen Analyse kleiner Effektor-Zielzell-Verhältnisse und in der möglichen
Beobachtung der Regeneration der Tumorzellen. Anders als beim Standard-Zytotoxizitätstest,
dem 51Cr-Freisetzungstest, kann nicht nur ein Zeitpunkt pro Platte betrachtet werden, son-
dern die Impedanz kann jede Minute gemessen werden. Die im RTCA erhaltenen Ergebnisse
sind mit im Standard-51Cr-Freisetzungstest erhaltenen Ergebnissen vergleichbar (Oberg et al.,
2014). Allerdings können mit dem RTCA System keine Suspensionszellen betrachtet werden.
Zur Analyse der Effekte von Galektin-3 auf PDAC Zellen wurden 5000 PDAC Zellen in 96er
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E-Platten ausgesät und 0,1 µg/ml, 0,5 µg/ml oder 1 µg/ml Galektin-3 hinzugegeben. Die Im-
pedanz (dargestellt als Zellindex) wurde über einen Zeitraum von 60 Stunden alle drei Minuten
gemessen. Für die Analyse der zytotoxischen Aktivität von γδ T Zellen auf PDAC Zellen wur-
den 5000 PDAC Zellen in 96er E-Platten ausgesät und bis zum Erreichen der linearen Wachs-
tumsphase und eines Zellindex von 1 wachsen gelassen (meist 24-48 Stunden). Zu diesem
Zeitpunkt wurden kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T Zellen oder αβ T Zellen im zuvor austi-
trierten Effektor-Zielzellverhältnis 25:1 mit oder ohne zusätzlichen Stimulus (300 nM BrHPP
oder 1 µg/ml [(HER2)2xVγ9] bzw. [HER2xCD3]) zusammen mit 12,5 U/ml IL-2 hinzugege-
ben. Als Kontrollen diente das Wachstum von Tumorzellen allein und die Zugabe von Triton-
X-100 zur Induktion von maximaler Lyse der PDAC Zellen. Der Zellindex bzw. die Lyse der
PDAC Zellen durch die Effektorzellen wurde alle drei Minuten gemessen und zum Zeitpunkt
der Zugabe der T Zellen auf 1 normalisiert, um die teilweise anfänglich leicht unterschiedliche
Adhärenz in den verschiedenen Vertiefungen auszugleichen.
2.12.13 51Chrom Freisetzungstest
Zur Analyse der zytotoxischen Aktivität von T Zellen kann ein 51Chrom Freisetzungstest ver-
wendet werden. Dieser beruht auf der Freisetzung von radioaktivem 51Chrom durch zuvor
markierte Tumorzellen durch Lyse der Zellen. Hierzu wurden zunächst die zu analysieren-
den PDAC Zellen mit 50 µCi Natriumchromat (51Chrom) für eine Stunde markiert. Anschlie-
ßend wurden kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T Zellen in unterschiedlichen Effektor-Zielzell-
Verhältnissen hinzugegeben und in Gegenwart von 12,5 IU IL-2 mit 1 µg/ml [(HER2)2xVγ9]
restimuliert oder in Medium kultiviert. Nach fünfstündiger Inkubation wurden 80 µl des Über-
standes auf eine 96er Filterplatte übertragen. Nach Trocknung unter dem Abzug wurde am
nächsten Tag mit dem MiCroBeta Trilux β -Szintillationsmessgerät das freigesetzte 51Chrom
bestimmt. Die spezifische Lyse wurde anschließend mit folgender Formel bestimmt:




Zellen können in einem Durchflusszytometer nach Markierung durch mAk phänotypisch cha-
rakterisiert werden. Hierzu wird eine Zellsuspension in einer Trägerflüssigkeit in eine Mess-
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küvette gebracht, wo es zur Hydrodynamischen Fokussierung und Vereinzelung der Zellen
kommt, woraufhin die Zellen dann einen oder mehrere Laserstrahlen passieren. Ein Teil des La-
serlichtes wird von den Zellen abgelenkt. Hierbei dient das Vorwärtsstreulicht (forward scatter,
FSC) als Maß für die Größe einer Zelle, das Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC) als Maß für
die Granularität. Sind Proteine auf Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten mAk markiert, werden
die Fluorochrome durch das Laserlicht angeregt, wodurch Licht in einem für das Fluorochrom
spezifischen Wellenlängenbereich emittiert wird. Auf diese Weise lassen sich Proteine sowohl
auf der Zelloberfläche, als auch innerhalb der Zelle nachweisen. Die im Rahmen dieser Arbeit
gemessenen Proben wurden mit der Software CellQuest Pro (BD, Heidelberg), FACS DIVA
(BD, Heidelberg) oder FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, USA) analysiert.
2.13.1 Oberflächenmarkierung
Zur Markierung von Oberflächenmolekülen auf Zellen wurden 105-2x105 Zellen in 96er Spitz-
bodenplatten überführt, mit FACS-Waschpuffer (WP) gewaschen (239 g, 4 Minuten) und dann
mit 5-10 µl je Antikörper (Konzentrationen und Verdünnungen siehe Abschnitt 2.6) für 25
Minuten bei 4◦C im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde zwei Mal mit 100 µl WP ge-
waschen. War der Erstantikörper Fluorochrom-gekoppelt, wurden die Zellen anschließend in
1% PFA in PBS fixiert und konnten so für längere Zeit im Dunkeln bei 4◦C gelagert werden.
Wurde ein unmarkierter oder biotinylierter Erstantikörper verwendet, wurde ein Fluorochrom-
gekoppelter Sekundärantikörper für 15 Minuten bei 4◦C im Dunkeln inkubiert. Nach zwei
weiteren Waschschritten mit 100 µl WP wurden die Zellen dann auch in diesem Fall mit 1%
PFA in PBS fixiert. Als Kontrollen dienten Antikörper mit dem gleichen Isotyp wie der für das
Zielantigen verwendete Antikörper (Isotypkontrollen), die gegen Antigene gerichtet waren, die
nicht in den untersuchten Zellen auftraten.
2.13.2 Intrazelluläre Markierung
Für die Markierung von intrazellulären Proteinen wurden 105-2x105 Zellen in 96er Spitzbo-
denplatten überführt und mit 150 µl Staining-Puffer (SP) ein Mal gewaschen (239 g, 4 Minu-
ten). Anschließend wurden die Zellen mit 100 µl Cytofix/Cytoperm fixiert und permeabilisiert.
Nach zwei weiteren Waschschritten mit je 100 µl Perm/Wash wurden die Zellen mit 50-100 µl
Antikörper für 30 Minuten bei 4◦C im Dunkeln inkubiert. Es folgten zwei weitere Wasch-
schritte mit 100 µl Perm/Wash bevor die Zellen in 100 µl SP aufgenommen und direkt am
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Durchflusszytometer gemessen wurden. Bei Bedarf wurde vor der Markierung von intrazellu-
lären Proteinen eine Markierung von Oberfächenmolekülen durchgeführt.
2.13.3 Absolutzellzahlbestimmung mittels standard cell dilution analysis
Die Absolutzellzahl von T Zellen an verschiedenen Zeitpunkten nach Primär- oder Restimulati-
on ist ein Indikator für die Proliferation. Um die Absolutzellzahl einer Zellpopulation innerhalb
eines heterogenen Zellgemisches zu bestimmen, wurde die im Labor Kabelitz/Wesch etablierte
standard cell dilution analysis (SCDA) verwendet (Pechhold et al., 1994a). Bei dieser durch-
flusszytometrischen Methode wird die zu analysierende Zellpopulation mit mAk markiert und
tote Zellen über Propidiumiodid (PI) ausgeschlossen. Hierfür wurde mit 0,2 µg/ml eine geringe
Konzentration von PI verwendet, um das PI Signal im FL3-Kanal des FACS Calibur detektieren
zu können, wobei der FL2-Kanal für die Analyse von Oberflächenmarkern frei bleibt. PI kann
durch die beschädigte Zellmembran diffundieren und interkaliert in die DNA der Zelle, wo-
durch die Fluoreszenz verstärkt und das Emissionsmaxium verschoben wird. Außerdem wird
das zu untersuchende Zellgemisch in eine definierte Menge Standardzellen aufgenommen, wo-
durch dann wie weiter unten beschrieben auf die Absolutzellzahl der markierten Population
rückgerechnet werden kann. Als Standardzellen dienten magnetisch separierte CD4+ T Zellen,
die für die Generierung eines möglichst starken Fluoreszenzsignals mit biotinylierten mAk ge-
gen MHC I (Klon W6/32, 50 µg/ml), gegen CD2 (Klon OKT11, 30 µg/ml), gegen CD3 (Klon
OKT3, 50 µg/ml), gegen den αβ TZR (Klon BMA031, 50 µg/ml) und gegen CD4 (Klon
OKT4, 20 µg/ml) bei 4◦C für 30 Minuten markiert wurden. Nach Waschen mit WP (317 g,
5 Minuten) wurde zusätzlich mit einem biotinylierten Ziege-anti-Maus mAk (100 µg/ml) für
20 Minuten bei 4◦C inkubiert, bevor zwei weitere Male mit WP gewaschen wurde. Anschlie-
ßend wurden die Zellen mit APC-markiertem Streptavidin (100 µg/ml) für 20 Minuten bei
4◦C inkubiert und nach zwei weiteren Waschschritten in 1 % PFA in PBS über Nacht fixiert.
Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Standardzellen auf 107/ml in WP eingestellt
und konnten so für mindestens 6 Monate bei 4◦C gelagert werden (modifiziert nach Pechhold
et al., 1994a).
Für die Analyse der Absolutzellzahl von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen wurden 100.000-250.000 PBMZ
in Gegenwart oder Abwesenheit von Tumorzellen (Effektor-Zielzell-Verhältnis 50:1 oder 25:1)
mit 300 nM BrHPP oder 2,5 µM Zoledronat in Gegenwart von 50 IU/ml IL-2 aktiviert. An Tag
0 sowie an Tag 6-8 nach Stimulation wurde die Absolutzellzahl der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen be-
stimmt. Hierfür wurde zunächst 80 µl pro Vertiefung Überstand abgenommen und dann die
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Zellen in 96er Spitzbodenplatten überführt. Die Vertiefungen wurden dann mit PBS gespült,
welches zur Vermeidung von Zellverlusten mit denselben Spitzen ebenfalls in die Spitzboden-
platte überführt wurde. Nach einem Waschschritt mit WP (239 g, 4 Minuten) wurden die Zellen
dann mit dem FITC-markierten mAk gegen die Vγ9-Kette des TZR (Klon 7A5) für 25 Minu-
ten bei 4◦C inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit WP wurden die Zellen dann in
100 µl Standardzell-Puffer (105 Standardzellen/ml + 0,2 µg/ml PI) aufgenommen.
Bei der Analyse am FACS-Calibur Durchflusszytometer wurde zunächst ein Gate für alle Zel-
len gesetzt. Anschließend wurden Standardzellen über ihre Fluoreszenz in Kanal 4 (APC) und
ihre Fluoreszenz in Kanal 3 (PI) definiert. FITC-markierte Vγ9+ γδ T Zellen wurden als nega-
tiv in Kanal 3 (lebend) und positiv in Kanal 1 definiert. Da das Zellgemisch in 104 Standard-
zellen aufgenommen wurde, konnte somit die absolute Zellzahl der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen über
die folgende Formel berechnet werden:
Absolutzellzahl γδ T Zellen =
rel. Anzahl γδ T Zellen
rel. Anzahl Standardzellen
∗104(eingesetzteStandardzellen)
Da die Absolutzellzahl auch am Tag der Stimulation bestimmt wurde, konnte ebenfalls der
Expansionsfaktor der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen berechnet werden.
2.13.4 Bestimmung der Degranulation
Nach ihrer Aktivierung setzen γδ T Zellen sekretorische Granula frei, die zytolytische Prote-
ine wie z.B. Granzyme oder Perforin enthalten. Das lysosomal associated membrane protein
(LAMP)-1/CD107a ist Bestandteil der Membran dieser Vesikel, welche bei der Degranulierung
mit der Zellmembran fusionieren, wodurch LAMP-1 transient an der Zelloberfläche exprimiert
wird. LAMP-1 kann somit nach Markierung durch mAk an der Zelloberfläche durchflusszy-
tometrisch detektiert werden und dient als Markerprotein für die Degranulierung von T Zel-
len. Um die LAMP-1 Expression zu bestimmen, wurden zunächst 5000 PDAC Zellen in 96er
Platten über Nacht ausgesät. Anschließend wurden 200.000 Zellen einer Vγ9Vδ2 γδ kurzzeit
T Zelllinie (in verschiedenen Effektor-Zielzell-Verhältnissen) in Gegenwart von 0,1 µg/ml -
1 µg/ml Galektin-3 und 10 µl eines PE-markierten mAk gegen CD107a (Klon: H4A3) hin-
zugegeben und mit 300 nM BrHPP restimuliert. Nach einer Stunde wurde 3 µM Monensin
hinzugefügt. Monensin neutralisiert den sauren pH der Endosomen und verhindert somit den
Abbau der Fluorochrom-konjugierten CD107a mAk-Komplexe (Chan and Kaur, 2007). Nach
weiteren drei Stunden wurden die Zellen mit einem FITC-markierten mAk gegen die Vγ9 γδ
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TZR markiert (Klon: 7A5, Protokoll für Oberfächenmarkierung) und die LAMP-1 Expression
am FACS-Calibur gemessen.
2.13.5 Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen
Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods, der in vielen physiologischen Prozes-
sen wie z.B. der Embryogenese eine Rolle spielt. Bei der Apoptose kommt es zunächst zum
Verlust der Membranasymmetrie gefolgt von der Kondensation des Zytoplasmas und des Zell-
kerns sowie dem Abschnüren der apoptotischen Vesikel. Beim Verlust der Membranasymme-
trie gelangt das Membran-Phospholipid Phosphatidylserin (PS), welches normalerweise nur
intrazellulär zu finden ist, an die Zelloberfläche. PS an der Zelloberfläche von apoptotischen
Zellen kann durch Fluorochrom-markiertes Annexin-V, ein Ca2+-abhängiges Phospholipid-
bindendes Protein mit hoher Affinität für PS, durchflusszytometrisch detektiert werden. Eine
spätere Phase der Apoptose geht mit dem Verlust der Membranintegrität einher, wodurch le-
bend/tot Farbstoffe wie PI in die Zelle gelangen können. Lebende Zellen sind somit Annexin-V
und PI-negativ, wohingegen Zellen in früher Apoptose Annexin-V positiv und PI negativ sind.
Spätapoptotische oder nekrotische Zellen sind hingegen Annexin-V und PI positiv.
Um zu Überprüfen, ob Galektin-3 Zelltod in γδ T Zellen auslöst, wurden 106 Zellen einer
Vγ9Vδ2 γδ kurzzeit T Zelllinie für 24 Stunden mit 0,1 µg/ml - 1 µg/ml Galektin-3 oder
zur Kontrolle mit Galektin-9 in 24er Platten kultiviert. Außerdem wurden als Positivkontrolle
Vγ9Vδ2 γδ kurzzeit T Zelllinien mit Etoposid (10 µg/ml, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) zur
Induktion von Zelltod kultiviert. Anschließend wurden die Zellen in vier Ansätze für Kom-
pensationskontrollen aufgeteilt und nach Waschen mit Annexin-V binding buffer nicht markiert
oder mit Annexin-V-FITC (1:10, MabTag, Friesoythe) allein, PI allein (2 µg/ml, Serva, Hei-
delberg) oder Annexin-V und PI markiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit Annexin-V
binding buffer wurden die Zellen in Annexin-V binding buffer aufgenommen und direkt am
FACS-Calibur gemessen.
2.13.6 Lokalisation und Kolokalisation von Galektin-3
Die Lokalisation von Proteinen und deren Kolokalisation mit anderen Proteinen kann u.a. mi-
kroskopisch analysiert werden. Allerdings kann dabei nur sehr schwierig eine Quantifizierung
stattfinden. Eine Quantifizierung ist allerdings mit dem ImagestreamX MKII sehr gut möglich.
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Dieses Gerät verbindet die Durchflusszytometrie mit der Mikroskopie, indem es mit einer Ka-
mera hochauflösende Bilder jeder Zelle in bis zu 10 Fluoreszenzkanälen macht und dabei bis
zu 5000 Zellen pro Sekunde analysiert. Über verschiedene Algorithmen können diese Bilder
dann mit der IDEAS-Analysesoftware analysiert werden, wobei z.B. die Kolokalisation von
Proteinen quantifiziert werden kann.
Zur Untersuchung der Lokalisation von Galektin-3 in PDAC Zellen wurden 106 PDAC Zel-
len nach dem Protokoll für intrazelluläre Färbung (siehe Abschnitt 2.13.2) zunächst mit einem
mAk gegen Galektin-3 (Klon Gal397, 1 µg/ml) und anschließend mit einem AlexaFluor488-
konjugierten Ziege-anti-Maus Sekundärantikörper markiert. Die Zellen wurden dann am Image-
streamX MKII aufgenommen und mit der IDEAS-Software analysiert.
Um eine Kolokalisation von Galektin-3 mit den vesikulären Markerproteinen LAMP-1/CD107a,
LAMP-3/CD63, Vti1b und Rab11 zu untersuchen, wurden 106 PDAC Zellen nach dem Pro-
tokoll für intrazelluläre Färbung mit einem mAk gegen Galektin-3 (Klon M3/38, 1 µg/ml)
und folgendem AlexaFluor647-konjugierten Huhn-anti-Ratte Sekundärantikörper (10 µg/ml)
markiert. Rab11 wurde mit einem polyklonalen Antikörper (1 µg/ml) und folgendem Alexa-
Fluor555-konjugierten Esel-anti-Kaninchen Sekundärantikörper (10 µg/ml), Vti1b mit einem
mAk (Klon: 7/Vti1b, 5 µg/ml) und folgendem AlexaFluor555-konjugierten Esel-anti-Maus
Sekundärantikörper (10 µg/ml) und CD63 (Klon MEM-259, 250 µg/ml) sowie CD107a (Klon
H4A3, 1,2 µg/ml) mit PE-konjugierten mAk markiert. Die Zellen wurden anschließend am
ImagestreamX MKII aufgenommen und mit dem Bright Detail Similarity Algorithmus der
IDEAS-Software analysiert. Dieser Algorithmus analysiert die hellsten Punkte eines Fluores-
zenzbildes und vergleicht diese mit den hellsten Punkten eines zweiten Fluoreszenzbildes, wo-
bei man frühestens ab einer Bright Detail Similarity> 2 von einer Kolokalisation sprechen
kann.
2.13.7 Analyse der Synapsen zwischen Tumorzellen und T Zellen
Um den Effekt der Synapsenbildung auf die Lokalisation von Galektin-3 zu untersuchen, wur-
den PancTu-I Zellen in 15 ml Eppendorf-Gefäßen pelletiert und in einer gleichen Zahl Effek-
torzellen einer kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinie aufgenommen. Nach 1, 3, 5, 10,
20 oder 45 Minuten wurden die Zellkonjugate kurz pelletiert und in 100 µl Cytofix/Cytoperm
für 20 Minuten fixiert und permeabilisiert und für die Färbung in 96er Spitzbodenplatten über-
führt. Nach einem Waschschritt mit Perm/Wash wurden die Konjugate nach dem Protokoll






Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Peripheriemaske. Über die Dilate-Funktion wurde auf Basis des
EpCAM-Signals der Tumorzellen eine Maske generiert, die über die Zelloberfläche hinausragt (oben, grauer
Kreis). Über die Erode-Funktion wurde die EpCAM-Maske Richtung Zellzentrum verkleinert (unten, grauer
Kreis). Die Subtraktion der Erode- von der Dilate-Maske lieferte die Peripheriemaske, die die Zellperipherie
und Zelloberfläche einschließt (grauer Ring).
nuten) und einem folgenden AlexaFluor555-konjugierten Ziege-anti-Ratte Sekundärantikörper
(10 µg/ml, 15 Minuten) markiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit Perm/Wash wurden
die Konjugate in 50 µl eines Antikörper-Mix bestehend aus einem APC-konjugierten mAk
gegen EpCAM (Klon HEA-125, 0,55 µg/ml), einem BrilliantViolet421-konjugierten mAk ge-
gen CD3 (Klon UCHT1, 5 µg/ml) und CruzFluor488-konjugiertem Phalloidin (1:5000, Santa
Cruz, Heidelberg) für 30 Minuten markiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit Perm/-
Wash wurden die Konjugate in 50 µl PBS aufgenommen und am ImagestreamX MKII aufge-
nommen. Bei der Analyse mit der IDEAS-Software wurden zunächst über die Markierung von
Phalloidin, CD3 und EpCAM Tumor-T-Zell-Konjugate identifiziert. Zur Definition der Zell-
peripherie wurde anschließend basierend auf dem EpCAM-Signal, welches die Oberfläche der
Tumorzelle markiert, eine Peripheriemaske generiert. Hierfür wurde mit der Dilate-Funktion
eine Maske definiert, die um ein Pixel größer ist als die Maske des EpCAM-Signals. Mit der
Erode-Funktion wurde eine Maske definiert, die um sechs Pixel kleiner ist als die Maske des
EpCAM-Signals. Die Subtraktion der Erode-Maske von der Dilate-Maske lieferte die ring-
förmige Peripheriemaske, die um einen Pixel über die Zelle hinaus- und sechs Pixel in die
Zelle hineinragt und mit welcher das Galektin-3 Signal in der Zellperipherie analysiert werden
konnte (schematisch dargestellt in Abbildung 2.1).
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2.14 Biochemische Methoden
2.14.1 Herstellung von Zelllysaten
Zur Herstellung von Zelllysaten wurde eine je nach Applikation unterschiedliche Anzahl von
Zellen mit PBS gewaschen (317 g, 5 Minuten) und anschließend für 20 Minuten auf Eis in
TNE-Lysepuffer lysiert. Zur Inhibition von Proteasen und Phosphatasen wurden dem Lysepuf-
fer Natriumfluorid, Natriumorthovanadat und der complete
TM
Proteaseinhibitormix (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) hinzugefügt. Nach Zentrifugation mit 13.800 g für 10 Minuten bei 4◦C
befanden sich Zellreste im Pellet und die Proteine im Überstand, welcher in ein neues Eppendorf-
Gefäß überführt wurde. Die erhaltenen Lysate wurden entweder direkt verwendet oder bei
-20◦C gelagert.
2.14.2 Proteinbestimmung
Um die Proteinkonzentration von Zelllysaten zu bestimmen, wurde der Bradford-Test verwen-
det. Der im Bradford-Reagenz (Thermo Fisher, Langenselbold) enthaltene Farbstoff Coomassie-
Brilliant-Blau verändert bei Bindung an basische Seitenketten sein Absorptionsmaxium von
470 nm auf 595 nm, was photometrisch beobachtet werden kann. Die Proteinkonzentration
von Lysaten wurde mit dem Coomassie Protein Assay Regagent (Thermo Fisher, Langensel-
bold) nach Herstellerangaben anhand einer Standardkurve mit BSA bestimmt.
2.14.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)
Während der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Pro-
teine in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das im Probenpuffer enthaltene stark negativ
geladene Detergenz SDS bindet an die Proteine und verdeckt deren Eigenladung. Das im Pro-
benpuffer ebenfalls enthaltene β -Mercaptoethanol reduziert die Disulphidbindung, sodass die
Sekundär- und Tertiärstruktur der Proteine aufgehoben wird, was dafür sorgt, dass die Proteine
im Polyacrylamidgel nur nach ihrer Größe aufgetrennt werden.
Zur Durchführung der SDS-PAGE wurde das NuPAGE-System von Thermo Fisher mit 4-12%
Bis-Tris-Fertiggelen verwendet. 5-10 µg Protein wurden mit SDS-Probenpuffer gemischt und
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für 5 Minuten auf 95◦C erhitzt. Die Proben wurden anschließend in die Geltaschen überführt
und bei 200 Volt für ca. 60 Minuten aufgetrennt.
2.14.4 Western Blot
Nach der Trennung der Proteine mit der SDS-PAGE wurden sie aus dem Gel auf eine Nitrozel-
lulosemembran transferiert. Hierzu wurde eine kleine Transferkammer (Thermo Fisher, Lan-
genselbold) mit Eiskühlung verwendet. Zunächst wurde eine Transferkassette von der Kathode
zur Anode mit einem Schwamm, zwei Whatman-Papieren, dem Gel, der Nitrozellulosemem-
bran, zwei weiteren Whatman-Papieren und einem weiteren Schwamm unter Ausschluss von
Luftblasen zusammengebaut. Anschließend wurde die Transferkassette in die mit Transblot-
Puffer gefüllte Transferkammer gehängt und die Proteine mit 100 Volt für eine Stunde auf
die Nitrozellulosemembran transferiert. Um den Transfer zu überprüfen, wurde die Membran
für 5 Minuten mit Ponceau S gefärbt. Zur weiteren Verwendung der Membran wurde die-
se mit Wasser entfärbt und vor der Immunodetektion für eine Stunde mit einer Milchpulver-
Blockierlösung blockiert. Anschließend wurde drei Mal für 15 Minuten mit TBS-T gewaschen
und über Nacht mit Primärantikörper (siehe Tabelle 2.10) inkubiert. Anschließend wurde er-
neut drei Mal für 15 Minuten mit TBS-T gewaschen, bevor für eine Stunde bei Raumtem-
peratur mit einem horseradish peroxidase (HRP)-konjugierten Sekundärantikörper (Tabelle
2.9) inkubiert wurde. Zur Visualisierung der Proteine wurde die Membran für eine Minute
in ECL-Detektionsreagenz inkubiert und die Chemolumineszenz auf Hyperfilm ECL-Filmen
dokumentiert.
2.14.5 Sandwich ELISA
Proteine im Zellkulturüberstand wurden für diese Arbeit mit Sandwich ELISAs detektiert.
Hierfür wurden zunächst 96er Maxisorp
TM
Platten mit einem Primärantikörper beschichtet,
bevor der Zellkulturüberstand hinzugegeben wurde. Mit einem biotinylierten zweiten Antikör-
per, der gegen ein anderes Epitop des Analyten gerichtet ist, wurden die gebundenen Proteine
markiert. Anschließend wurde HRP-gekoppeltes Streptavidin an den Zweitantikörper gebun-
den. Die HRP kann das anschließend zugegebene Substrat umwandeln, sodass nach Abstoppen
der Reaktion mit Schwefelsäure ein gelber Farbkomplex entsteht, der bei 450 nm mit einer Re-
ferenzwellenlänge von 570 nm werden detektiert kann. Anhand einer Eichkurve kann dann die
in den Proben enthaltene Proteinmenge bestimmt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
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die Menge von Galektin-3 und Galektin-9 in Zellkulturüberständen (Verdünnung 1:2) mit ent-
sprechenden Duoset ELISA Kits der Firma R&D Systems (Tabelle 2.6) bestimmt.
Zur Generierung von Zellkulturüberständen von Tumorzellen allein wurden PDAC Zellen in
96er Flachbodenplatten kultiviert und nach 24, 48 oder 72 Stunden Überstände entnommen.
Zellkulturüberstände von T Zellen allein wurden generiert, indem zunächst aus PBMZ γδ T
Zellen positiv isoliert und anschließend aus jeweils der Hälfte der γδ T Zell-negativen Frak-
tion CD4+ und CD8+ αβ T Zellen mit CD4-Beads bzw. CD8-Beads isoliert wurden. Die
so erhaltenen reinen Populationen (Reinheit > 98%) wurden dann in 96er Rundbodenplat-
ten mit 50 IU IL-2 kultiviert. Zusätzlich wurden die αβ T Zellen in einigen Ansätzen mit
Aktivierungs-/Expansions-Partikeln (Beads), die nach Herstellerangaben mit Antikörpern ge-
gen CD2, CD3 und CD28 beschichtet wurden, oder biscecific single chain variable fragment
(bsscFv) [HER2xCD3] aktiviert. Die γδ T Zellen bzw. die Vγ9Vδ2 γδ T Zellen wurden se-
lektiv mit dem synthetischen Phosphoantigen Bromohydrin-Pyrophosphat (BrHPP) oder dem
tribody [(HER2)2xVγ9] aktiviert. Überstände aus Kokulturen von PDAC Zellen und T Zellen
wurden generiert, indem zunächst für 24 Stunden PDAC Zellen in Flachbodenplatten ausge-
sät wurden und dann wie oben beschrieben frisch isolierte T Zellen oder kurzzeit aktivierte T
Zelllinien mit 12,5 IU IL-2 hinzugegeben und stimuliert wurden. Im Falle von frisch isolierten
T Zellen wurden Zellkulturüberstände nach 24, 48 oder 72 Stunden genommen, im Falle von
kurzzeit aktivierten T Zelllinien nach 1, 3 oder 24 Stunden.
Zur Überprüfung der Zellkontaktabhängigkeit der Galektin-3 Freisetzung wurden PDAC Zel-
len in 24er Platten ausgesät und kurzzeit aktivierte T Zelllinien mit 12,5 IU IL-2 hinzugegeben,
die in einigen Ansätzen durch einen Transwell-Einsatz von den Tumorzellen getrennt wurden.




3.1 PDAC Zellen exprimieren Galektin-3
Verschiedene Arbeitsgruppen haben die Galektin-3 Expression in vielen Tumorentitäten un-
tersucht. Song et al. (2012) konnten z.B. eine deutlich erhöhte Galektin-3 Expression in Ge-
webe von PDAC Patienten im Vergleich zu Gewebe von Patienten mit chronischer Pankrea-
titis bzw. zu normalem Pankreasgewebe nachweisen. Um diese Daten zu verifizieren und um
weitere PDAC Zelllinien zu untersuchen, wurde die Expression von Galektin-3 in etablierten
PDAC Zelllinien verschiedenen Differenzierungsgrades und Ursprungs mit unterschiedlichen
Methoden untersucht. Die Zelllinien wurden aus Primärtumoren (Panc1, PancTu-I, BxPC3,
MiaPaCa-2 und Capan-2; G1-G3), aus Lymphknotenmetastasen (Panc89, Colo357; G1-G2)
sowie aus Lebermetastasen (Capan-1; G1) generiert und wurden uns freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe Sebens/Röder zur Verfügung gestellt (Sipos et al., 2003). Zunächst wurde die
intrazelluläre Galektin-3 Expression durchflusszytometrisch analysiert und in Abbildung 3.1
dargestellt. Hierbei sind die Zelllinien nach ansteigender Galektin-3 Expression angeordnet.
Panc1-, Panc89- und Colo357 Zellen wiesen hierbei eine geringere Galektin-3 Expression auf
als MiaPaCa-2- und BxPC3 Zellen. Die stärkste Galektin-3 Expression zeigte sich bei PancTu-
I-, Capan-1- und Capan-2 Zellen.
Zur Verifizierung dieser Ergebnisse wurde die Galektin-3 Expression mit einer zweiten Me-
thode, dem WesternBlot, überprüft (Abbildung 3.2). Im WesternBlot konnte die Galektin-3
Expression in den PDAC Linien bestätigt werden, eine Quantifizierung war jedoch aufgrund
der unterschiedlichen β -Aktin Ladekontrolle schwierig.
Von den PDAC Zelllinien PancTu-I, Panc89, Colo357 und Panc1 zeigten Panc1 Zellen eine ge-
ringere Galektin-3 Expression als Panc89 Zellen. PancTu-I- und Colo357 Zellen zeigten eine
ausgeprägte Galektin-3 Expression. Beim Vergleich der PDAC Zelllinien Capan-1, Capan-2,
MiaPaCa-2 und BxPC-3 zeigten Capan-2- und MiaPaCa-2 Zellen eine geringere Expressi-
on als Capan-1- und BxPC3 Zellen. Zusätzlich wurde die Expression von Galektin-3 auf der
Zelloberfläche analysiert. PancTu-I Zellen, die intrazellulär eine höhere Galektin-3 Expressi-
on aufwiesen als Panc1 Zellen, exprimierten auch auf der Zelloberfläche mehr Galektin-3 als
Panc1 Zellen (Daten nicht gezeigt). Insgesamt wiesen die PDAC Zelllinien, die aus Lymph-

























Abbildung 3.1: Galektin-3 Expression in PDAC Zellen. Verschiedene PDAC Zelllinien, deren Herkunft im Text
beschrieben ist, wurden durchflusszytometrisch auf ihre intrazelluläre Galektin-3 Expression (anti-Galektin-3-
AlexaFluor647, Klon M3/38) überprüft und nach aufsteigender Expression angeordnet. Als Kontrolle diente
die Markierung mit einem AlexaFluor647-konjugierten mAk des Ratte IgG2a-Isotyps. Dargestellt ist die um
die Isotypkontrolle korrigierte mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) ± die Standardabweichung aus drei Expe-
rimenten. Die Messung der Daten erfolgte am FACS Calibur, die Analyse mit der CellQuest Pro Software.
Expression als Zelllinien aus primären Tumoren (PancTu-I-, BxPC3-, MiaPaCa-2- und Capan-
2 Zellen) auf. PancTu-I-, BxPC3- und MiaPaCa-2 Zellen zeigten eine sehr ähnliche Galektin-3
Expression. Lediglich Panc1 Zellen, die ebenfalls aus einem primären Tumor etabliert wurden,
zeigten eine geringe Galektin-3 Expression. Die aus einer Lebermetastase etablierten Capan-1
Zellen wiesen eine sehr starke Galektin-3 Expression auf.
Je nach Zellpopulation, Kulturbedingungen oder Aktivierungsstatus der Zellen besitzt Galektin-
3 unterschiedliche Funktionen und ist z.B. im Zytoplasma, im Nukleus oder auf der Zellober-
fläche exprimiert (zusammengefasst in Dumic et al. 2006; Haudek et al. 2010). Um weitere
Hinweise auf mögliche Funktionen von Galektin-3 in PDAC Zellen zu erhalten, wurde die Lo-
kalisation näher untersucht. PancTu-I Zellen, die eine hohe Expression von Galektin-3 zeigten,
wurden intrazellulär mit anti-Galektin-3 mAk markiert und am Imagestream Mark II analy-
siert. Es wurden Bilder und Daten von 5000 Zellen aufgenommen, von denen in Abbildung 3.3
fünf beispielhafte Zellen dargestellt sind. Auf der linken Seite ist das Durchlichtbild dargestellt,
während rechts das Fluoreszenzbild von Galektin-3 abgebildet ist. Die Zahl im Durchlichtbild
zeigt die Nummer der einzelnen im Fokus liegenden Zellen an. In allen fünf dargestellten Zel-
len war eine deutliche zytoplasmatische, vesikuläre Lokalisation von Galektin-3 zu erkennen.
Dabei waren die Vesikel relativ gleichmäßig im Zytoplasma verteilt, wobei ein Bereich, der
möglicherweise den Nukleus darstellt, in den Zellen 1658 und 2653 nicht angefärbt wurde. Bei
den anderen Zellen war dieser nicht angefärbte Bereich nicht zu erkennen, was an einer ande-
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Galektin-3
b-Aktin
1 2 3 4 5 6 7 8
1: PancTu-I; 2: Panc89; 3: Colo357; 4: Panc1;
5: Capan-1; 6: Capan-2; 7: MiaPaCa-2; 8: BxPC3
Abbildung 3.2: WesternBlot Analyse von Galektin-3 in PDAC Zellen. Lysate von PDAC Zellen wurden per
SDS-PAGE separiert und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Anschließend wurde die Membran se-
quenziell mit Antikörpern gegen Galektin-3 (Klon Gal397) sowie gegen β -Aktin (Klon AC-15) und folgendem
HRP-konjugierten Sekundärantikörper entwickelt. Dargestellt ist ein Blot von zwei vergleichbaren Experimen-
ten.
ren Sichtebene liegen könnte. Auch in Panc1 Zellen, die grundsätzlich eine deutlich geringere
Galektin-3 Expression als PancTu-I Zellen aufwiesen, ist Galektin-3 in Vesikeln lokalisiert
(Daten nicht gezeigt). Die Lokalisation von Galektin-3 wurde auch in T Zellen untersucht.
Sowohl CD4+ oder CD8+ αβ T Zellen als auch γδ T Zellen zeigen ebenfalls eine vesikuläre
Lokalisation von Galektin-3 (Daten nicht gezeigt).
Um die Vesikel, in denen Galektin-3 lokalisiert ist, genauer zu charakterisieren, wurde im
Folgenden die Kolokalisation von Galektin-3 mit den vesikulären Markerproteinen CD107a,
CD63, Rab11 sowie Vti1b untersucht. Das lysosomale Membran-assoziierte Protein 1 (LAMP1,
CD107a) und CD63 (LAMP3) sind lysosomale Markerproteine. Eine Assoziation von Galektin-
3 mit LAMP1 in Makrophagen ist in der Literatur beschrieben (Dong and Hughes, 1997).
Vti1b ist ein Q-SNARE-Protein, das hauptsächlich auf Vesikeln im Bereich des Trans-Golgi-
Netzwerkes oder auf späten Endosomen zu finden ist (Kreykenbohm et al., 2002; Offenhäuser
et al., 2011), wohingegen Rab11 hauptsächlich mit recycling Endosomen assoziiert (Takaha-
shi et al., 2012). Analysiert wurde die Kolokalisation von Galektin-3 mit den Markerproteinen
ebenfalls mit dem ImagestreamX MKII. In Abbildung 3.4 A sind exemplarisch Bilder von
drei Zellen, die mit anti-Galektin-3 Antikörper (Klon M3/38) sowie Antikörper gegen CD107a
(Klon H4A3) und entsprechenden Sekundärantikörpern markiert wurden, dargestellt. In Abbil-
dung 3.4 A ist links das Durchlichtbild, danach das Fluoreszenzbild von CD107a, gefolgt vom
Fluoreszenzbild von Galektin-3 und rechts die Überlagerung beider Fluoreszenzsignale (Kolo-
kalisation) von drei repräsentativen PancTu-I Zellen dargestellt. Man kann hier gut erkennen,
dass zwischen Galektin-3 und CD107a in PancTu-I Zellen keine Kolokalisation vorliegt. Durch
den Algorithmus Bright Detail Similarity konnte mit dem Imagestream die Kolokalisation von
vielen Zellen quantifiziert werden. Dieser Algorithmus analysiert die hellsten Punkte eines
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Abbildung 3.3: Galektin-3 ist in Tumorzellen vesikulär lokalisiert. Galektin-3 wurde in PancTu-I Zellen intra-
zellulär markiert (Klon Gal397, Sekundärantikörper: Ziege-anti-Maus-AlexaFluor488). Anschließend wurden
5000 Zellen am ImagestreamX MKII gemessen. Dargestellt ist links das Durchlichtbild der Zelle und rechts
das Fluoreszenzbild von Galektin-3 von fünf repräsentativen Zellen.
Fluoreszenzbildes und vergleicht diese mit den hellsten Punkten eines zweiten Fluoreszenzbil-
des. In Abbildung 3.4 B ist die Bright Detail Similarity des Signals von Galektin-3 mit CD107a,
CD63, Rab11 und Vti1b von 6000-7000 PancTu-I Zellen dargestellt. Die in Klammern darge-
stellte Zahl jeder Grafik stellt den Anteil der Zellen mit einer Bright Detail Similarity > 2 dar.
Dies ist der Wert der Bright Detail Similarity ab der man frühestens von einer Kolokalisation
sprechen kann. Ca. 15 % der PancTu-I Zellen zeigten eine Kolokalisation von Galektin-3 mit
CD107a und 7% mit CD63. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die für Makrophagen
beschriebene Assoziation von LAMP1 mit Galektin-3 in PancTu-I Zellen nicht so stark ausge-
prägt ist. Zwischen Galektin-3 und Rab11 konnte keine Kolokalisation nachgewiesen werden.
Hier wiesen nur 0,2% der Zellen eine Bright Detail Similarity > 2 auf. Im Gegensatz dazu
zeigten 11% der PancTu-I Zellen eine Bright Detail Similarity > 2 im Signal von Galektin-3
mit Vti1b. Bei keinem der untersuchten Markerproteine sind die Werte der Bright Detail Simi-
larity mit Galektin-3 größer als drei, sodass keine deutliche Kolokalisation vorliegt und auch
in den einzeln betrachteten Bildern nicht zu beobachten ist.
Insgesamt konnte beobachtet werden, dass alle untersuchten PDAC Zellen sowie auch T Zellen
Galektin-3 exprimieren. Dieses war vesikulär im Zytoplasma lokalisiert. Die erhaltenen Ergb-
nisse deuten jedoch darauf hin, dass eine Kolokalisation mit den Markerproteinen CD107a,
CD63, Rab11 und Vti1b nicht vorliegt.
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Abbildung 3.4: Galektin-3 kolokalisiert nicht mit CD107a, CD63, Rab11 oder Vti1b. Die vesikulären Mar-
kerproteine CD107a, CD63, Rab11 und Vti1b sowie Galektin-3 wurden intrazellulär in PancTu-I Zellen mar-
kiert und die Kolokalisation am ImagestreamX MKII überprüft. A: Beispielhafte Darstellung der Färbung von
CD107a, Galektin-3, der Überlagerung sowie des Durchlichtbildes von drei repräsentativen Zellen. B: Zu-
sammenfassung von 6000-7000 Zellen. Die mögliche Kolokalisation wurde mit dem Bright Detail Similarity
Feature der IDEAS Software analysiert. Die Zahl in Klammern gibt den Anteil der Zellen mit einer Bright
Detail Similarity von mehr als 2 an.
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3.2 Funktion von Galektin-3 in Tumorzellen
Nachdem gezeigt werden konnte, dass alle analysierten PDAC Zelllinien Galektin-3 expri-
mieren, wurde in den folgenden Experimenten die Funktion von Galektin-3 in Tumorzellen
genauer betrachtet. Hierfür wurde zunächst rekombinantes Galektin-3 zu PDAC Zellen mit ge-
ringer endogener Galektin-3 Menge (Panc89 Zellen), zu Zellen mit einer mittleren Galektin-3
Expression (Colo357 Zellen) und zu Zellen mit hoher Galektin-3 Expression (PancTu-I Zellen)
gegeben. Im Real Time Cell Analyzer (RTCA) wurden mögliche Effekte von rekombinantem
Galektin-3 auf die Impedanz der Tumorzellen über einen Zeitraum von 60 Stunden untersucht.
Eine erhöhte Impedanz kann einerseits durch eine gesteigerte Proliferation der Zellen hervor-
gerufen werden, andererseits aber auch durch eine größere Ausdehnung einzelner Zellen. In
Abbildung 3.5 ist die Impedanz der drei beispielhaften PDAC Zellen ohne Galektin-3 (grüne
Linie), mit 0,5 µg/ml Galektin-3 (pinke Linie) oder mit 1 µg/ml Galektin-3 (rote Linie) als
Zellindex (Mittelwert von Triplikaten ± Standardabweichung) dargestellt. Es war zu beobach-
ten, dass alle PDAC Zellen unter Einfluss von Galektin-3 einen höheren Zellindex zeigten als
PDAC Zellen ohne Galektin-3. Dieser Effekt war bei Panc89 Zellen am deutlichsten. Hier er-
reichten Tumorzellen mit Zugabe von 1 µg/ml Galektin-3 einen Zellindex von ca. 5, Zellen
mit Zugabe von 0,5 µg/ml Galektin-3 einen Zellindex von ca. 2,5, wohingegen Zellen ohne
Zugabe von Galektin-3 nur einen Zellindex von 1,5 erreichten. Ein sehr ähnliches Bild zeig-
te sich für Colo357 Zellen. Hier erreichten Zellen mit Zugabe von 1 µg/ml Galektin-3 einen
Zellindex von 1,5. Nach Zugabe von 0,5 µg/ml Galektin-3 wurde ein Zellindex von 1 erreicht,
wohingegen Zellen ohne Galektin-3 einen Zellindex von ca. 0,75 erreichten. Bei PancTu-I
Zellen war der Effekt von Galektin-3 etwas anders. Hier erreichten Zellen mit Zugabe von
1 µg/ml Galektin-3 einen geringeren Zellindex (ca. 2,3) als Zellen nach Zugabe von 0,5 µg/ml
(2,75). Zellen ohne Zugabe von Galektin-3 erreichten auch hier einen niedrigeren Zellindex
(1,75) als mit Galektin-3. Die Steigerung der Zellproliferation oder der Zellausdehnung durch
rekombinantes Galektin-3 war bei Zellen mit geringer Galektin-3 Expression (Panc89 Zellen)
am stärksten, gefolgt von einem etwas geringeren Effekt bei Zellen mit mittlerer Galektin-3
Expression (Colo357 Zellen). Bei Zellen mit hoher endogener Galektin-3 Expression war der
Effekt von exogenem Galektin-3 am geringsten. Galektin-3, sei es nun endogen oder rekombi-
nant hinzugegeben, scheint also eine Rolle bei der Proliferation oder dem cell spreading von
PDAC Zellen zu spielen.
Um den Effekt von endogenem Galektin-3 in PDAC Zellen mit hoher Galektin-3 Expression
zu untersuchen, wurde Galektin-3 in PancTu-I Zellen mittels RNA-Interferenz herunterregu-
liert und die Zellmigration in einem Wundheilungsassay analysiert. Hierfür wurde zunächst
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Abbildung 3.5: Die Proliferation oder das cell spreading von Tumorzellen wird durch Galektin-3 erhöht.
5000 Panc89-, Colo357- oder PancTu-I Zellen wurden mit Medium (grüne Linie), 0,5 µg Galektin-3 (pinke
Linie) oder 1 µg Galektin-3 (rote Linie) in 96er E-Plates ausgesät und im Real Time Cell Analyzer (RTCA)
analysiert. Die Impedanz wurde über einen Zeitraum von 60 Stunden alle drei Minuten gemessen. Dargestellt
ist der Zellindex als Mittelwert von Triplikaten ± Standardabweichung eines Experiments von zwei vergleich-
baren.
die Funktionalität der erworbenen small interfering RNA (siRNA) untersucht (Abbildung 3.6).
PancTu-I Zellen wurde in 12er Platten untransfiziert (A) oder mit kontroll siRNA (B) sowie mit
10 nM (C) und 25 nM (D) siRNA gegen Galektin-3 transfiziert kultiviert. Um den optimalen
Zeitpunkt der Herunterregulation zu bestimmen, wurden die Zellen nach 24, 48 und 72 Stunden
durchflusszytometrisch (a) sowie per WesternBlot (b) untersucht. Um die Ergebnisse der durch-
flusszytometrischen Messung der Galektin-3 Expression zu den unterschiedlichen Zeitpunkten
besser miteinander vergleichen zu können, wurde die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der
mit kontroll siRNA oder mit Galektin-3 siRNA transfizierten Zellen auf die MFI der untrans-
fizierten Zellen normalisiert. Schon nach 24 Stunden zeigte sich eine deutliche Reduktion der
Galektin-3 Expression um ca. 50 %. Allerdings hatte auch die Transfektion mit kontroll siRNA
nach 24 Stunden einen leichten Effekt auf die Galektin-3 Expression. Nach 48 und 72 Stun-
den war dieser Effekt allerdings vernachlässigbar klein. Die Herunterregulation von Galektin-3
durch die spezifische siRNA war nach 48 und 72 Stunden deutlich sichtbar. Nach 48 Stunden
waren nur noch ca. 30 % der Galektin-3 Menge der untransfizierten Kontrolle vorhanden und
nach 72 Stunden sogar nur noch ca. 10-15 %. Die Unterschiede zwischen einer Konzentration
von 10 nM und 25 nM siRNA waren sehr gering. Auch in der Analyse der Galektin-3 Expres-


















































A B C D A B C D A B C D
Zeit (Stunden)
A: untransfiziert; B: kontroll siRNA 10nM, C: Gal-3 siRNA 10nM, 
D: Gal-3 siRNA 25nM
a)
b)
Abbildung 3.6: Galektin-3 kann durch Einsatz von siRNA herunterreguliert werden. PancTu-I Zellen wur-
den (A) untransfiziert oder (B) mit 10 nM kontroll siRNA, (C) 10 nM und (D) 25 nM Galektin-3 siRNA
transfiziert kultiviert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden die Tumorzellen trypsiniert und der Galektin-3 Ge-
halt durchflusszytometrisch oder per WesternBlot analysiert. a): Die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) von
Galektin-3 ist als prozentualer Anteil der untransfizierten Zellen dargestellt. b): Nach Trennung der Protei-
ne in einem Gel und Transfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde diese erst mit einem Antikörper gegen
Galektin-3, danach mit einem Antikörper gegen GAPDH und entsprechenden Sekundärantikörpern entwickelt.
eine Abnahme der Galektin-3 Expression von 24 Stunden über 48 Stunden zu 72 Stunden und
auch kein Unterschied zwischen den unterschiedlichen siRNA Konzentrationen. Ein Effekt der
kontroll siRNA auf die Galektin-3 Expression konnte im WesternBlot hingegen nicht bestä-
tigt werden. Die Expression von Galektin-3 blieb bis fünf Tage nach Transfektion auf einem
stabil niedrigen Niveau, nahm dann jedoch wieder zu (Daten nicht gezeigt). 72 Stunden nach
Transfektion wurden die PancTu-I Zellen in einem Wundheilungsassay eingesetzt und über
24 Stunden beobachtet, ob die Zellen die mit einer Pipettenspitze induzierte „Wunde“ in der
konfluenten Zellschicht wieder schließen können. In Abbildung 3.7 sind vier der von JuLi Br
aufgenommenen Bilder dargestellt. Auf der linken Seite sind die Bilder von mit kontroll siR-
NA transfizierten PancTu-I Zellen zu Beginn der Analyse (A) und nach 24 Stunden (B) gezeigt.
Auf der rechten Seite sind die Bilder von mit Galektin-3 siRNA transfizierten PancTu-I Zellen
dargestellt. Es ist deutlich, dass die anfangs (A) noch gleichgroßen „Wunden“ nach 24 Stunden
(B) sehr unterschiedlich sind. PancTu-I Zellen, die mit kontroll siRNA transfiziert sind, waren
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kontroll siRNA Gal-3 siRNA
A
B
Abbildung 3.7: Galektin-3 spielt eine Rolle bei der Migration von PDAC Zellen. PancTu-I Zellen wurden mit
kontroll siRNA (linke Seite) oder Galektin-3 siRNA (rechte Seite) transfiziert und nach 72 Stunden in einem
Wundheilungsassay analysiert. Gezeigt sind die Bilder (A) zu Beginn der Analyse und (B) nach 24 Stunden.
in der Lage den Riss komplett zu schließen, konnten also migrieren. Im Gegensatz dazu waren
PancTu-I Zellen mit herunterreguliertem Galektin-3 nur partiell in der Lage den Riss zu schlie-
ßen. Am oberen rechten Bildrand ist der Riss zu Teilen geschlossen, wohingegen die „Wunde“
am unteren Bildrand überhaupt nicht geschlossen wurde. Galektin-3 scheint in PDAC Zellen
also eine Rolle bei der Migration zu spielen.
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3.3 Galektin-3 Freisetzung von PDAC Zellen und T Zellen
3.3.1 PDAC Zellen und T Zellen alleine setzen wenig Galektin-3 frei
Da Galektin-3 sowohl von PDAC Zellen als auch von T Zellen exprimiert werden kann, wurde
analysiert ob Galektin-3 von PDAC Zellen oder T Zellen auch freigesetzt wird. Hierfür wurden
PDAC Zelllinien mit niedriger (Panc1, Panc89), mittlerer (Colo357) und hoher (PancTu-I, Ca-
pan1) Galektin-3 Expression in 96er Platten kultiviert und nach 24, 48 und 72 Stunden Zellkul-
turüberstände entnommen. Diese wurden mit einem ELISA für Galektin-3 auf die Galektin-3
Freisetzung untersucht. In Abbildung 3.8 ist zu erkennen, dass Panc89 Zellen kein Galektin-
3 freisetzten. Panc1 Zellen setzten nur sehr geringe Mengen Galektin-3 frei, die im Bereich
des Detektionslimit des ELISA lagen, wohingegen PancTu-I Zellen etwas größere Mengen
Galektin-3 freisetzten. Colo357- und Capan-1 Zellen hingegen setzten noch höhere Mengen
Galektin-3 frei. Die freigesetzte Galektin-3 Menge akkumulierte von 50 pg/ml (24 Stunden)
über 200 pg/ml (48 Stunden) auf 300 pg/ml nach 72 Stunden bei 5000 ausgesäten Colo357
Zellen. Bei 10000 ausgesäten Capan-1 Zellen zeigte sich ein ähnliches Bild. Hier waren nach
24 Stunden 150 pg/ml Galektin-3 im Zellkulturüberstand zu detektieren. Dies akkumulier-
te nach 72 Stunden auf ca. 250 pg/ml. Insgesamt war die gemessene Menge mit im Maxi-
mum 300 pg/ml jedoch sehr niedrig, sodass hier nur von sehr geringen Mengen freigesetztem
Galektin-3 gesprochen werden kann.
Als Kontrolle für die Freisetzung von Galektin-3 wurde mit Galektin-9 ein anderes Galektin
untersucht. Dieses wird ebenfalls von allen untersuchten PDAC Zellen und auch von T Zellen
exprimiert (Daten nicht gezeigt). Die Freisetzung von Galektin-9 wurde in den gleichen Zell-
kulturüberständen, die für Abbildung 3.8 verwendet wurden, mit einem kommerziellen ELISA
für Galektin-9 untersucht. Von keiner der untersuchten PDAC Zelllinien wurde Galektin-9 frei-
gesetzt (Daten nicht gezeigt). Die Freisetzung geringer Mengen Galektin-3 durch PDAC Linien
scheint also spezifisch für Galektin-3 zu sein.
Um zu analysieren, ob T Zellen Galektin-3 freisetzen, wurden verschiedene T Zellpopulationen
mittels magnetischer Separation getrennt. Hierzu wurden zunächst aus PBMZ γδ T Zellen po-
sitiv separiert und anschließend aus jeweils der Hälfte der γδ T Zell-negativen Fraktion CD4+-
bzw. CD8+ αβ T Zellen mit CD4-MicroBeads bzw. CD8-MicroBeads isoliert. Die erhalte-
nen reinen Populationen (Reinheit > 98 %) wurden dann in 96er Rundbodenplatten mit 50 IU
IL-2 kultiviert. Zusätzlich wurden die αβ T Zellen in einigen Ansätzen mit Aktivierungs-
/Expansions-Partikeln (Beads), die mit Antikörpern gegen CD2, CD3 und CD28 beschichtet
waren, oder mit bsAk [HER2xCD3] aktiviert. Die γδ T Zellen bzw. die Vγ9Vδ2 γδ T Zellen
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Abbildung 3.8: Freisetzung von Galektin-3 durch Tumorzellen. 5000 Zellen der PDAC Zelllinien Panc1,
Panc89, Colo357, PancTu-I und 10.000 Capan-1 Zellen wurden für 24-72 Stunden kultiviert und nach den
angegebenen Zeitpunkten Zellkulturüberstände genommen. Diese wurden mittels ELISA auf freigesetztes
Galektin-3 überprüft. Die Balken repräsentieren den Mittelwert der Galektin-3 Menge im Überstand bestimmt
in Doppelwerten aus ein bis sechs Experimenten.
wurden selektiv mit dem synthetischen Phosphoantigen Bromohydrin-Pyrophosphat (BrHPP)
oder dem bsAk [(HER2)2xVγ9] aktiviert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden Überstände ent-
nommen und die Freisetzung von Galektin-3 durch ELISA bestimmt. In Abbildung 3.9 wird
deutlich, dass auch T Zellen nur sehr wenig Galektin-3 freisetzten. Insbesondere γδ T Zellen
setzten unabhängig von ihrer Aktivierung nur minimalste Mengen Galektin-3 frei. CD4+ wie
auch CD8+ αβ T Zellen setzten ebenfalls unabhängig von ihrer Stimulation nur geringe Men-
gen Galektin-3 frei. Nach 72 Stunden waren z.B. im Überstand von 200.000 unstimulierten
CD8+ αβ T Zellen nur ca. 150 pg/ml zu detektieren.
Auch für T Zellen wurde die Freisetzung von Galektin-9 als Kontrolle analysiert. Hierzu wur-
de in den Überständen der gleichen Zellpopulationen, in deren Überstand die Galektin-3 Be-
stimmung durchgeführt wurde, ebenfalls Galektin-9 mit einem ELISA gemessen (Abbildung
3.10). Auch Galektin-9 wurde von γδ T Zellen unabhängig von ihrer Aktivierung nicht frei-
gesetzt. Im Gegensatz dazu setzten CD8+ αβ T Zellen nach Stimulation mit Beads nach 72
Stunden ca. 150 pg/ml Galektin-9 frei. Unstimulierte sowie mit bsAk stimulierte CD8+ αβ
T Zellen setzten ebenfalls eher kein Galektin-9 frei. Generell war die freigesetzte Galektin-9
Menge nach einer Stimulation von CD4+ αβ T Zellen deutlich höher als bei den anderen unter-
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Abbildung 3.9: Galektin-3 Freisetzung durch frisch isolierte T Zellen. Verschiedene T Zellpopulationen wur-
den mittels magnetischer Separation aus PBMZ isoliert und 200.000 Zellen in Gegenwart von 50 IU IL-2 mit
den entsprechenden Stimuli stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Zellkulturüberstände entnom-
men und mittels ELISA auf die Galektin-3 Menge überprüft. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabwei-
chung von jeweils Doppelwerten von drei Spendern. Beads: αCD2, αCD3 und αCD28 markierte Partikel.
[HxVγ9]: bsAk [(HER2)2xVγ9]. [HxCD3]: bsAk [HER2xCD3].
250 pg/ml Galektin-9 im Überstand nachzuweisen. Nach Stimulation mit αCD2, αCD3 und
αCD28 markierten Beads konnten schon nach 48 Stunden ca. 100 pg/ml Galektin-9 im Über-
stand nachgewiesen werden. Dies stieg nach 72 Stunden auf fast 500 pg/ml an. Die Galektin-9
Freisetzung durch CD4+- und CD8+ αβ T Zellen könnte also durch eine Kostimulation über
CD28 beeinflusst werden.
Bei der Betrachtung autologer kurzzeit aktivierter T Zelllinien zeigte sich eine veränderte Ki-
netik der Freisetzung von Galektin-3. Zur Generierung von kurzzeit aktivierten αβ T Zelllini-
en wurden die isolierten CD4+ und CD8+ αβ T Zellen derselben Spender mit Aktivierungs-
/Expansions-Partikeln (Beads), die mit Antikörpern gegen CD2, CD3 und CD28 beschichtet
waren, in der Gegenwart von IL-2 für 14 Tage expandiert. Um kurzzeit aktivierte γδ T Zell-
linien zu erhalten, wurden PBMZ derselben Spender mit Zoledronat ebenfalls in Gegenwart
von IL-2 stimuliert und expandiert. Nach der Expansion von 14 Tagen wurden kurzzeit akti-
vierte T Zelllinien erneut mit Aktivierungs-/Expansions-Partikeln (Beads) bzw. BrHPP oder
bsAk [HER2xCD3] bzw. [(HER2)2xVγ9] restimuliert oder in Medium kultiviert. Nach einer,
drei oder 24 Stunden wurden Überstände entnommen und die Freisetzung von Galektin-3 und
Galektin-9 untersucht. Die Zeitpunkte der Entnahme ergaben sich aus der im Normalfall deut-
lich schnelleren Aktivierung von kurzzeit aktivierten T Zelllinien im Gegensatz zu frisch iso-
lierten T Zellen. In Abbildung 3.11 ist die Freisetzung von Galektin-3 dargestellt. Wie schon
für frisch isolierte γδ T Zellen gezeigt wurde, setzten kurzzeit aktivierte γδ T Zellen eben-
falls wenig Galektin-3 frei. Die Menge war allerdings höher als die von frisch isolierten γδ
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Abbildung 3.10: Freisetzung von Galektin-9 durch frisch isolierte T Zellen. Durch magnetische Separation
wurden CD4+αβ T Zellen, CD8+αβ T Zellen und γδ T Zellen aus PBMZ isoliert und 200.000 Zellen in
Gegenwart von 50 IU IL-2 mit den aufgeführten Stimuli stimuliert. Zu unterschiedlichen angegebenen Zeit-
punkten wurden Zellkulturüberstände genommen und mittels ELISA auf ihre Menge an Galektin-9 überprüft.
Die Bestimmung wurde in Doppelwerten mit T Zellen von drei Spendern durchgeführt. Dargestellt ist der
Mittelwert ± Standardabweichung. Beads: αCD2, αCD3 und αCD28 markierte Partikel. [HxVγ9]: bsAk
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Abbildung 3.11: Freisetzung von Galektin-3 durch kurzzeit-expandierte T Zelllinien. 200.000 kurzzeit ak-
tivierte CD4+αβ T Zellen sowie CD8+αβ T Zellen wurden mit Beads, kurzzeit aktivierte Vδ2 γδ T Zellen
mit 300nM BrHPP in Gegenwart von 12,5 IU IL-2 restimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
Überstände genommen und auf ihre Menge an Galektin-3 überprüft. Die Balken stellen den Mittelwert ±
Standardabweichung von drei bis sechs Spendern dar. Beads: αCD2, αCD3 und αCD28 markierte Partikel.
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CD4+ ab T Zellen
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CD8+ ab T Zellen gd T Zellen
Abbildung 3.12: Kurzzeit-expandierte T Zelllinien setzen abhängig vom Stimulus geringe Mengen
Galektin-9 frei. 200.000 kurzzeit aktivierte CD4+- oder CD8+ αβ T Zellen wurden mit Beads, Vδ2 γδ T
Zellen mit 300nM BrHPP in Gegenwart von 12,5 IU IL-2 restimuliert. Das freigesetzte Galektin-9 wurde nach
ein, drei oder 24 Stunden im Überstand mittels ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardab-
weichung aus Doppelwerten von drei bis sechs Spendern. Beads: αCD2, αCD3 und αCD28 markierte Partikel.
[HxVγ9]: bsAk [(HER2)2xVγ9]. [HxCD3]: bsAk [HER2xCD3].
T Zellen. Es gibt eine leichte Tendenz, dass 24 Stunden nach Restimulation mit BrHPP etwas
mehr Galektin-3 freigesetzt wurde als bei unstimulierten oder mit bsAk restimulierten kurzzeit
aktivierten γδ T Zelllinien. Auch nach Stimulation mit Beads setzten kurzzeit aktivierte CD4+
und CD8+ αβ T Zelllinien mehr Galektin-3 frei als nicht restimulierte oder mit bsAk restimu-
lierte CD4+ und CD8+ αβ T Zelllinien. Die Menge ist insgesamt deutlich höher als die von
kurzzeit aktivierten γδ T Zelllinien und mit ca. 700 pg/ml bei kurzzeit aktivierten CD8+ αβ
T Zelllinien ungefährt doppelt so hoch wie bei kurzzeit aktivierten CD4+ αβ T Zelllinien (ca.
350 pg/ml). Insgesamt setzten kurzzeit aktivierte T Zelllinien deutlich mehr Galektin-3 frei als
frisch isolierte T Zellen. Nach ein bzw. drei Stunden konnte Galektin-3 jedoch noch nicht im
Überstand detektiert werden, was darauf hindeutet, dass die Freisetzung ein etwas langsamerer
Prozess ist.
Als Kontrolle diente abermals die Freisetzung von Galektin-9 (Abbildung 3.12). Kurzzeit akti-
vierte αβ T Zelllinien setzten Galektin-9 ausschließlich nach Stimulation durch Aktivierungs-
/Expansions-Partikel frei. Bei kurzzeit aktivierten CD8+ αβ T Zelllinien war die Menge un-
gefähr vergleichbar mit der Galektin-9 Freisetzung durch frisch isolierte CD8+ αβ T Zel-
len (200 pg/ml nach 24 Stunden vs. 160 pg/ml nach 72 Stunden). Im Gegensatz dazu war die
Freisetzung von Galektin-9 durch kurzzeit aktivierte CD4+ αβ T Zelllinien nach Stimulati-
on mit Beads trotz der gleichen eingesetzten Zellzahl von 200.000 Zellen deutlich geringer
als von frisch isolierten CD4+ αβ T Zellen. Auch eine Freisetzung nach Restimulation durch
[HER2xCD3] konnte bei kurzzeit aktivierten CD4+ αβ T Zelllinien im Gegensatz zu frisch
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isolierten CD4+ T Zellen nicht beobachtet werden. Bei kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zell-
linien zeigte sich ein deutlich verändertes Bild im Gegensatz zu frisch isolierten γδ T Zellen
(keine Freisetzung von Galektin-9). Nach 24 Stunden konnten nach Kultur von nicht restimu-
lierten oder mit bsAk restimulierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien geringe Mengen Galektin-9 im
Überstand detektiert werden. Nach Restimulation mit BrHPP wurden schon nach einer Stunde
100 pg/ml Galektin-9 freigesetzt. Die Menge stieg über ca. 350 pg/ml nach drei Stunden auf
850 pg/ml nach 24 Stunden an.
Insgesamt kann festgehalten werden, dass die freigesetzten Mengen an Galektin-3 sowohl
durch Tumorzellen als auch durch frisch isolierte T Zellen bzw. kurzzeit aktivierte T Zellli-
nien allein verhältnismäßig gering waren.
3.3.2 Einfluss der Kokultur von Tumorzellen und T Zellen auf die
Freisetzung von Galektin-3 und Galektin-9
In Abschnitt 3.3.1 konnte gezeigt werden, dass sowohl Tumorzellen als auch T Zellen allein
nur sehr geringe Mengen Galektin-3 freisetzen. Dies könnte in Kokultur gänzlich anders sein,
da hier die Freisetzung durch Bindung an Zelloberflächenmoleküle oder durch Freisetzung von
Zytokinen induziert werden könnte. Da frisch isolierte T Zellen einen anderen Aktivierungs-
status als kurzzeit aktivierte T Zelllinien aufweisen, wurden PDAC Zellen einerseits mit frisch
isolierten T Zellen (CD4+ und CD8+ αβ T Zellen sowie γδ T Zellen), andererseits mit kurz-
zeit aktivierten T Zelllinien kokultiviert, um die Galektin-3 Freisetzung in Kokultur genauer zu
analysieren. Hierfür wurden ebenfalls die T Zellen bzw. kurzzeit aktivieren T Zelllinien dersel-
ben Spender aus Abschnitt 3.3.1 verwendet. Die Daten für die Kokultur mit PancTu-I Zellen
und Panc1 Zellen als Beispiel für PDAC Zellen mit hoher und niedriger Galektin-3 Expression
sind im Folgenden gezeigt. Die Daten von Kokulturen mit den weiteren PDAC Zellen Panc89
(niedrige Expression), Colo357 (mittlere Expression) und Capan-1 (hohe Expression) befinden
sich in Abbildung 6.1 bis 6.6 im Anhang (Abschnitt 6.1 und 6.2). In den Kokulturen von PDAC
Zellen mit T Zellen wurde ebenfalls Galektin-9 als Kontrolle im Zellkulturüberstand bestimmt.
Diese Daten befinden sich ebenfalls im Anhang in Abbildung 6.7 bis 6.16 in Abschnitt 6.3 und
6.4.
In Abbildung 3.13 ist die Galektin-3 Menge im Zellkulturüberstand der Kokultur von PancTu-I
Zellen mit frisch isolierten CD4+ und CD8+ αβ T Zellen sowie mit γδ T Zellen dargestellt.
Interessanterweise wurden hier im Gegensatz zu der Kultur der entsprechenden Zellpopula-
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Abbildung 3.13: In Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit PancTu-I Zellen werden hohe Mengen
Galektin-3 freigesetzt. 200.000 durch magnetische Separation isolierte CD4+αβ T Zellen, CD8+αβ T Zellen
oder γδ T Zellen wurden mit den entsprechenden Stimuli in Kokultur mit PancTu-I Zellen (Effektor-Zielzell-
Verhältnis 40:1) und in Gegenwart von 50 IU IL-2 stimuliert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden Überstände
genommen und durch ELISA auf ihren Galektin-3 Gehalt überprüft. Dargestellt ist der Mittelwert ± Stan-
dardabweichung von Doppelwerten von drei Spendern. Beads: αCD2, αCD3 und αCD28 markierte Partikel.
[HxVγ9]: bsAk [(HER2)2xVγ9]. [HxCD3]: bsAk [HER2xCD3].
frisch isolierten γδ T Zellen wurden unabhängig von der Stimulation nach 24 Stunden ca.
250 pg/ml, nach 48 Stunden ca. 750 pg/ml und nach 72 Stunden ca. 1800-2200 pg/ml Galektin-
3 im Zellkulturüberstand nachgewiesen. Bei CD4+ und CD8+ αβ T Zellen war die Galektin-3
Freisetzung abhängig von der Stimulation der T Zellen. Im Überstand von PancTu-I Zellen
mit unstimulierten CD4+ und CD8+ αβ T Zellen (Medium) wurden nach 72 Stunden nur ca.
500 pg/ml Galektin-3 detektiert, während nach Stimulation von CD4+ und CD8+ αβ T Zellen
mit Aktivierungs-/Expansions-Partikeln (Beads) nach 72 Stunden ca. 1500 pg/ml (CD4+ αβ
T Zellen) bzw. ca. 2200 pg/ml (CD8+ αβ T Zellen) Galektin-3 im Überstand der Kokultur
nachgewiesen wurden. Wurden frisch isolierte CD4+ αβ T Zellen in Kokultur mit PancTu-I
Zellen mit dem bsAk [HER2xCD3] aktiviert, war mit ca. 1800 pg/ml eine zur Aktivierung mit
Beads ähnliche Galektin-3 Menge im Überstand nachweisbar. Bei Aktivierung von CD8+ αβ
T Zellen mit [HER2xCD3] in Kokultur mit PancTu-I Zellen zeigte sich eine deutlich schnelle-
re Freisetzung von Galektin-3. Nach 24 Stunden wurden bereits ca. 1300 pg/ml im Überstand
nachgewiesen. Diese Menge stieg nach 48 und 72 Stunden nur noch leicht auf knapp über
1500 pg/ml an. Diese Beobachtungen konnten in Kokultur von denselben frisch isolierten T
Zellen mit Capan-1 Zellen (ebenfalls hohe Galektin-3 Expression) bestätigt werden (Abbil-
dung 6.3 im Anhang). Auch Galektin-9 wurde in Kokultur von PancTu-I Zellen mit frisch
isolierten γδ T Zellen unabhängig vom Stimulus freigesetzt (Abbildung 6.7 im Anhang). Für
die Freisetzung von Galektin-9 in Kokultur von PancTu-I Zellen mit frisch isolierten αβ T
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Abbildung 3.14: Geringe Galektin-3 Freisetzung in Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit Panc1
Zellen. 200.000 magnetisch separierte CD4+ αβ T Zellen, CD8+ αβ T Zellen oder γδ T Zellen wurden
mit den angegebenen Stimuli stimuliert und mit Panc1 Zellen in Gegenwart von 50 IU IL-2 kokultiviert
(Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1). Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden Zellkulturüberstände genommen und
die Galektin-3 Menge mittels ELISA bestimmt. Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± Standardabwei-
chung von Doppelwerten eines Spenders. Beads: αCD2, αCD3 und αCD28 markierte Partikel. [HxVγ9]:
bsAk [(HER2)2xVγ9]. [HxCD3]: bsAk [HER2xCD3].
Zellen war eine Stimulation der T Zellen notwendig. Allerdings zeigten sich hier nicht die für
Galektin-3 beschriebenen Unterschiede zwischen der Stimulation von CD8+ αβ T Zellen mit
Beads oder bsAk [HER2xCD3].
Im Gegensatz dazu wurden in Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit PDAC Zellen, die
eine geringe Galektin-3 Expression aufwiesen, deutlich geringere Mengen Galektin-3 freige-
setzt. Sowohl in Kokultur mit Panc1 Zellen (Abbildung 3.14) als auch mit Panc89 Zellen (Ab-
bildung 6.1 im Anhang) konnten nur Mengen von bis zu 500 pg/ml Galektin-3 im Überstand
nachgewiesen werden. Allerdings bestätigten sich auch hier die in Kokulturen mit PancTu-
I Zellen gemachten Beobachtungen, dass die Freisetzung bei γδ T Zellen unabhängig vom
Stimulus ist, bei αβ T Zellen jedoch eine Stimulation der T Zellen für eine Galektin-3 Frei-
setzung wichtig ist. Auch der Unterschied zwischen der Stimulation von CD8+ αβ T Zellen
mit Beads und bsAk ließ sich bei Kokultur mit Panc1 Zellen (und auch mit Panc89 Zellen) er-
neut beobachten. Unterschiede waren ebenfalls bei der Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von
frisch isolierten T Zellen mit Panc1 Zellen und Panc89 Zellen zu beobachten. In Kokultur mit
Panc1 Zellen wurde kein Galektin-9 freigesetzt (Abbildung 6.10 im Anhang). Im Gegensatz
dazu wurde in Kokultur mit Panc89 Zellen abhängig von Stimulation und T Zellpopulation ca.
400-600 pg/ml Galektin-9 freigesetzt (Abbildung 6.8 im Anhang).
Zusätzlich wurden kurzzeit aktivierte T Zelllinien aus den frisch isolierten T Zellen deselben
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Abbildung 3.15: Wenig Galektin-3 Freisetzung in Kokultur von Panc1 Zellen mit kurzzeit aktivierten T
Zelllinien. 200.000 kurzzeit aktivierte CD4+ αβ T Zellen und CD8+ αβ T Zellen bzw. Vγ9Vδ2 γδ T Zellen
wurden in Gegenwart von 12,5 IU IL-2 mit Panc1 Zellen kokultiviert. Ein, drei und 24 Stunden nach Re-
stimulation mit den angegebenen Stimuli wurden Zellkulturüberstände genommen und diese auf Galektin-3
überprüft (ELISA). Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten von
ein bis vier Spendern. Beads: αCD2, αCD3 und αCD28 markierte Partikel. [HxVγ9]: bsAk [(HER2)2xVγ9].
[HxCD3]: bsAk [HER2xCD3].
Capan-1 kokultiviert (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1 bzw. 20:1 bei Capan-1). Die nach ein,
drei und 24 Stunden entnommenen Überstände wurden mit ELISA ebenfalls auf Galektin-
3 und als Kontrolle auf Galektin-9 hin untersucht. Die Daten zur Kokultur mit Panc1- und
PancTu-I Zellen als Beispiel für Zelllinien mit niedriger und hoher Galektin-3 Expression sind
im Folgenden dargestellt. Die Daten der Galektin-3 Menge im Überstand der Kokultur von
kurzzeit aktivierten T Zelllinien mit den anderen PDAC Zellen befinden sich in Abschnitt 6.2
im Anhang. Die bestimmten Daten zur Galektin-9 Menge im Überstand der Kokulturen von
PDAC Zellen mit kurzzeit aktivierten T Zelllinien befinden sich ebenfalls im Anhang in Ab-
schnitt 6.4. In der Kokultur von Panc1 Zellen mit kurzzeit aktivierten T Zelllinien (Abbildung
3.15) wurde wenig Galektin-3 freigesetzt, verglichen mit der Kokultur von Panc1 Zellen mit
frisch isolierten T Zellen. In Kokultur von kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien mit
Panc1 Zellen wurde im Überstand eine maximale Menge Galektin-3 von 150 pg/ml nach 24
Stunden detektiert. Dies war allerdings erneut unabhängig von der Art der Restimulation. In
Kokultur von kurzzeit aktivierten CD4+ αβ T Zellen mit Panc1 Zellen konnte lediglich nach
Restimulation mit dem bsAk [HER2xCD3] 500 pg/ml nach 24 Stunden im Überstand festge-
stellt werden, wohingegen in Kokultur von Panc1 Zellen mit nicht restimulierten CD4+ kurzzeit
aktivierten αβ T Zelllinien (Medium) nur ca. 100 pg/ml und mit Beads restimulierten CD4+
kurzzeit aktivierten αβ T Zelllinien gar kein Galektin-3 detektiert werden konnte. Lediglich
die Galektin-3 Menge in Kokultur von nicht restimulierten CD8+ αβ T Zellen mit Panc1 Zel-
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Abbildung 3.16: In Kokultur von kurzzeit aktivierten T Zelllinien mit PancTu-I Zellen wird Galektin-3
freigesetzt. 200.000 kurzzeit aktivierte CD4+ αβ T Zellen und CD8+ αβ T Zellen bzw. kurzzeit aktivier-
te Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien wurden unterschiedlich restimuliert und mit PancTu-I Zellen in Gegenwart von
12,5 IU IL-2 kokultiviert (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1). Nach ein, drei und 24 Stunden wurden Zellkultu-
rüberstände genommen und diese mittels ELISA auf Galektin-3 überprüft. Die Balken stellen den Mittelwert
± Standardabweichung von Doppelwerten von drei bis sechs Spendern dar. Beads: αCD2, αCD3 und αCD28
markierte Partikel. [HxVγ9]: bsAk [(HER2)2xVγ9]. [HxCD3]: bsAk [HER2xCD3].
len war mit 500 pg/ml etwas höher als in der Kokultur mit CD4+ αβ T Zelllinien. Ansonsten
zeigte sich bei CD4+ kurzzeit aktivierten αβ T Zelllinien ein sehr ähnliches Bild wie bei CD8+
kurzzeit aktivierten αβ T Zelllinien. Galektin-9 konnte in Kokultur von Panc1 Zellen mit kurz-
zeit aktivierten T Zelllinien nur in Kokultur mit Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien nach Stimulation mit
BrHPP detektiert werden (Abbildung 6.12 im Anhang). Ansonsten wurde kein Galektin-9 frei-
gesetzt.
Auch in Kokultur von kurzzeit aktivierten T Zelllinien mit PancTu-I Zellen (Abbildung 3.16)
wurde Galektin-3 freigesetzt. Sowohl in Kokultur von PancTu-I Zellen mit CD4+ als auch mit
CD8+ kurzzeit aktivierten αβ T Zelllinien wurde ca. 500 pg/ml Galektin-3 nach 24 Stunden
freigesetzt, wenn die T Zellen nicht restimuliert waren. Wurden die T Zellen mit Beads resti-
muliert, erhöhte sich die Galektin-3 Menge im Überstand auf 600 pg/ml (CD4+ αβ T Zellen)
bzw. 1100 pg/ml (CD8+ αβ T Zellen). Das meiste Galektin-3 konnte jedoch nach Restimula-
tion der αβ T Zellen mit bsAk [HER2xCD3] detektiert werden (1000 pg/ml bei CD4+ bzw.
1600 pg/ml bei CD8+ αβ T Zellen). Im Unterschied zur Kokultur von PancTu-I Zellen mit
frisch isolierten γδ T Zellen mussten kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 T Zelllinien in der Kokul-
tur von PancTu-I Zellen restimuliert werden, um größere Mengen Galektin-3 im Überstand zu
detektieren. Nach Restimulation der kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen konnten schon
nach drei Stunden 500 pg/ml Galektin-3 im Überstand gemessen werden, was sich nach 24
Stunden auf 1500 pg/ml steigerte. Wurden die Vγ9Vδ2 γδ T Zellen in Kokultur mit PancTu-I
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Zellen mit dem bsAk [(HER2)2xVγ9] restimuliert, waren schon nach einer Stunde 1100 pg/ml
Galektin-3 im Überstand messbar. Dies erhöhte sich auf 1800 pg/ml nach drei Stunden und
stieg danach nicht weiter. Galektin-9 wurde im Überstand der Kokultur von PancTu-I Zellen
mit kurzzeit aktivierten T Zelllinien in größeren Mengen nur nach Restimulation der T Zellen
mit Beads (αβ T Zellen) oder mit Phosphoantigen (γδ T Zellen) freigesetzt (Abbildung 6.12
im Anhang). Interessanterweise war die Galektin-9 Menge in Kokultur mit kurzzeit aktivierten
Vγ9Vδ2 T Zelllinien (1000 pg/ml nach 24 Stunden) deutlich höher als bei kurzzeit aktivierten
CD4+ oder CD8+ αβ T Zelllinien (450 bzw. 280 pg/ml nach 24 Stunden). Diese Tendenz zeig-
te sich auch in Kokultur von kurzzeit aktivierten T Zelllinien mit den anderen getesteten PDAC
Zellen (Abbildungen in Abschnitt 6.4 im Anhang). In Kokultur mit Panc1 Zellen und Colo357
Zellen war die freigesetzte Galektin-9 Menge deutlich geringer, die oben beschrieben Tendenz
blieb aber erhalten.
Grundsätzlich lässt sich festhalten, dass Galektin-3 zwar nur in geringen Mengen von PDAC
Zellen und T Zellen alleine freigesetzt wurde, in Kokultur jedoch abhängig von der verwende-
ten PDAC Zelllinie hohe Mengen Galektin-3 freigesetzt wurden. In Kokultur mit frisch isolier-
ten αβ T Zellen und weniger bei kurzzeit aktivierten αβ T Zelllinien war die Freisetzung von
Galektin-3 abhängig von der Stimulation der T Zellen. Dies war interessanterweise in Kokultur
mit frisch isolierten γδ T Zellen anders. Hier wurde Galektin-3 auch ohne Stimulation der T
Zellen freigesetzt. Dies änderte sich, wenn statt frisch isolierten γδ T Zellen kurzzeit aktivierte
γδ T Zelllinien verwendet wurden. Ähnlich wie bei αβ T Zellen war hier eine Restimulation
notwendig um Galektin-3 im Überstand der Kokultur mit PDAC Zellen nachweisen zu können.
Zusätzlich konnte eine Abhängigkeit der Galektin-3 Menge im Überstand mit der Galektin-3
Expression der Tumorzellen festgestellt werden. Es lässt sich also vermuten, dass Galektin-3 in
Kokultur von PDAC Zellen mit T Zellen von den Tumorzellen freigesetzt wird. Auch Galektin-
9 wurde in Kokultur von PDAC Zellen mit T Zellen abhängig der verwendeten PDAC Zelllinie
oder T Zellpopulation und abhängig von der Stimulation der T Zellen freigesetzt.
3.3.3 Galektin-3 in Kokultur wird von den Tumorzellen freigesetzt
In Abschnitt 3.3.2 konnte gezeigt werden, dass Galektin-3 in der Kokultur von PDAC Zel-
len mit T Zellen freigesetzt wird. In Kokultur der T Zellen mit PDAC Zellen mit niedriger
Galektin-3 Expression wurde dabei weniger Galektin-3 freigesetzt als in Kokultur mit PDAC
Zellen mit hoher Galektin-3 Expression. Dies legt die Vermutung nahe, dass das in der Kokul-
tur freigesetzte Galektin-3 von den PDAC Zellen stammte. Um diese Hypothese zu beweisen,
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Abbildung 3.17: Galektin-3 Freisetzung durch Tumorzellen. 200.000 kurzzeit expandierte Vγ9Vδ2 γδ T Zell-
linien wurden in Gegenwart von 12,5 IU IL-2 mit untransfizierten PancTu-I Zellen oder mit PancTu-I Zellen,
in denen Galektin-3 herunterreguliert wurde (Gal-3 KD), kokultiviert (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1) und
mit dem bsAk [(HER2)2xVγ9] restimuliert oder in Medium kultiviert. Nach 24 Stunden wurden Überstände
genommen und Galektin-3 mit ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert der Galektin-3 Menge von Dop-
pelwerten von drei Spendern± Standardabweichung. Auf statistische Signifikanz wurde mit einem einseitigen,
gepaarten Studentischen T-Test getestet. **:p < 0,01.
wurde Galektin-3 in PancTu-I Zellen mit siRNA herunterreguliert und die Zellen anschließend
exemplarisch mit kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien kokultiviert (Effektor-Zielzell-
Verhältnis 40:1). Nach 24 Stunden wurden die Zellkulturüberstände mit ELISA auf Galektin-3
überprüft. Wurden die kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien in der Kokultur mit un-
transfizierten PancTu-I Zellen nicht restimuliert, konnte erneut bestätigt werden, dass wie zu
erwarten im Medium deutlich weniger Galektin-3 freigesetzt wurde als nach Restimulation mit
dem bsAk [(HER2)2xVγ9] (700 pg/ml vs. 4600 pg/ml, Abbildung 3.17). Wurden die kurzzeit
aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien mit PancTu-I Zellen kokultiviert, in denen Galektin-3 mit
siRNA herunterreguliert war (Gal-3 KD), konnten sowohl nach Kultivierung in Medium als
auch nach Restimulation mit bsAk 320 pg/ml Galektin-3 im Überstand gemessen werden. Die
Verringerung der Galektin-3 Freisetzung in Kokultur von PancTu-I Zellen mit kurzzeit akti-
vierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien nach Herunterregulation von Galektin-3 in PancTu-I Zellen
(4600 pg/ml in untransfizierten PancTu-I Zellen vs. 320 pg/ml in Gal-3 KD PancTu-I Zellen) ist
hoch signifikant (p<0,01). Die Ergebnisse der drei Spender von kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2
γδ T Zelllinien in Abbildung 3.17 konnte auch in Kokultur mit kurzzeit aktivierten αβ T Zellli-
nien bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Es kann also festgehalten werden, dass Galektin-3
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in Kokultur von PDAC Zellen mit T Zellen von den Tumorzellen freigesetzt wird.
3.3.4 Galektin-3 Freisetzung in Kokultur ist zellkontaktabhängig
Galektin-3 wird nicht von PDAC Zellen alleine freigesetzt, sondern nur in Kokultur mit T
Zellen. Um die Freisetzung von Galektin-3 durch die PDAC Zellen zu induzieren, könnten ei-
nerseits lösliche Faktoren der T Zellen, andererseits ein zellkontaktabhängiger Mechanismus
eine Rolle spielen. Auch eine Kombination wäre möglich. Um die Zellkontaktabhängigkeit
der Freisetzung von Galektin-3 zu überprüfen, wurden PancTu-I Zellen mit kurzzeit aktivier-
ten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien kokultiviert und in einem Ansatz dabei durch die Membran ei-
nes Transwell-Einsatzes getrennt (Abbildung 3.18). Wurden die kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2
γδ T Zelllinien alleine kultiviert, wurden ausschließlich nach Restimulation mit dem bsAk
[(HER2)2xVγ9] sehr geringe Mengen Galektin-3 freigesetzt. Wurden die kurzzeit aktivierten
Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien gemeinsam mit PancTu-I Zellen kokultiviert, wurden nach 24 Stun-
den 175 pg/ml Galektin-3 freigesetzt wenn die γδ T Zellen nicht restimuliert wurden, und
1450 pg/ml nach Restimulation der T Zellen mit [(HER2)2xVγ9]. Wurden die beiden Zellpo-
pulationen dagegen durch die 0,4 µm Membran des Transwell-Einsatzes getrennt, wurde selbst
nach Restimulation der γδ T Zellen nur noch ca. 50 pg/ml Galektin-3 freigesetzt (Abbildung
3.18). Hierbei war unerheblich, ob wie in der Abbildung dargestellt die γδ T Zellen oder wie
im Bild nicht gezeigt die Tumorzellen im Transwell-Einsatz kultiviert wurden. Um zu überprü-
fen, ob auch die Freisetzung von Galektin-3 in Kokultur von PDAC Zellen mit αβ T Zellen
zellkontaktabhängig ist, wurden ebenfalls PancTu-I Zellen und kurzzeit aktivierte CD8+ αβ
T Zelllinien eines Spenders kokultiviert und dabei durch eine Membran separiert. Nach 24
Stunden wurde die freigesetzte Galektin-3 Menge im Zellkulturüberstand ebenfalls mit ELISA
bestimmt. Auch in diesem Fall war die freigesetzte Galektin-3 Menge nach Separation beider
Zellpopulationen deutlich reduziert (Daten nicht gezeigt). Es lässt sich also festhalten, dass die
Freisetzung von Galektin-3 durch PDAC Zellen in Kokultur sowohl mit γδ T Zellen als auch
mit αβ T Zellen zellkontaktabhängig ist. Es ist nicht auszuschließen, dass zusätzlich zum Zell-
kontakt auch von T Zellen freigesetzte lösliche Faktoren ergänzend notwendig sein könnten um
eine Galektin-3 Freisetzung durch die Tumorzellen zu induzieren.
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Abbildung 3.18: Galektin-3 Freisetzung in Kokultur ist zellkontaktabhängig. 20.000 PancTu-I Zellen wurden
mit unstimulierten oder mit [(HER2)2xVγ9] restimulierten Vγ9Vδ2 γδ kurzzeit T Zelllinien in Gegenwart von
12,5 IU IL-2 kokultiviert (800.000, Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1) und dabei in einigen Ansätzen von einer
0,4 µm Membran separiert. Nach 24 Stunden wurde Galektin-3 im Zellkulturüberstand mit ELISA gemessen.
Dargestellt ist der Mittelwert von drei Spendern ± Standardabweichung. Auf statistische Signifikanz wurde
mit einem einseitigen, gepaarten Studentischen T-Test getestet. ***:p < 0,001; *:p < 0,05.
3.4 Einfluss von Galektin-3 auf die γδ T Zell-vermittelte
Lyse von PDAC Zellen
Um die Funktionen des in Kokultur von PDAC Zellen und T Zellen durch die PDAC Zellen
freigesetzten Galektin-3 auf die T Zellen näher zu betrachten, wurden zunächst zytotoxische
Effektorfunktionen von γδ T Zellen auf PDAC Zellen mit unterschiedlicher Galektin-3 Expres-
sion analysiert. Als ein Marker für Degranulation diente das Markerprotein LAMP1 (CD107a).
Dieses ist Bestandteil von sekretorischen Lysosomen, die nach Aktivierung an die Zelloberflä-
che gebracht werden und mit der Zellmembran verschmelzen. Dabei wird CD107a transient an
der Zelloberfläche exprimiert. Dies kann durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Dabei
geht eine Zunahme von CD107a an der Zelloberfläche z.B. mit einer Abnahme von intrazellu-
lärem Perforin, welches in diesen Vesikeln gespeichert ist, einher (Betts et al., 2003; Krzewski
et al., 2013).
Nach Restimulation von kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien wurde eine hohe CD107a
Expression auf der Zelloberfläche der γδ T Zellen gemessen (Abbildung 3.19). Diese war in
Kokultur mit Capan-1 Zellen auf dem gleichen Niveau (MFI ca. 600), erhöhte sich in Ko-
kultur mit PancTu-I (MFI 730) oder Panc89 (MFI 780) Zellen leicht (schwarze Balken). Bei
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Abbildung 3.19: CD107a Expression auf T Zellen nach Galektin-3 Zugabe. 200.000 kurzzeit aktivierte
Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien wurden 16 Tage nach initialer Stimulation mit 300nM BrHPP restimuliert und in Ge-
genwart verschiedener Konzentrationen Galektin-3 und eines Ak gegen CD107a für vier Stunden mit PancTu-I-
, Panc89- oder Capan-1 Zellen mit einem Effektor-Zielzell-Verhältnis von 40:1 kokultiviert. Nach einer Stunde
wurde 3 µM Monensin hinzugefügt. Nach Ende der Kokultur wurden die Zellen mit dem anti-TZR Vγ9 mAk
7A5 markiert und die CD107a Expression durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist der Mittelwert der
mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) ± Standardabweichung von zwei Spendern.
ße Balken) oder 1 µg/ml (dunkelgraue Balken) verringerte sich die CD107a Expression leicht.
Die mittlere Fluoreszenzaktivität bei kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen lag bei 600
ohne Galektin-3 und war in Gegenwart von Galektin-3 auf 510 (0,1 µg/ml Galektin-3) bzw.
540 (0,5 µg/ml Galektin-3) oder 455 (1 µg/ml Galektin-3) reduziert. Auch in Kokultur mit
PancTu-I Zellen oder Capan-1 Zellen, die eine hohe Galektin-3 Expression aufwiesen und
ebenfalls Galektin-3 in Kokultur freisetzten, reduzierte zusätzliches rekombinantes Galektin-3
die CD107a Expression. Bei Capan-1 Zellen ließ sich von 0,1 µg/ml Galektin-3 auf 0,5 µ/ml
Galektin-3 eine konzentrationsabhängige Abnahme der CD107a Expression beobachten, diese
stieg allerdings bei Zugabe von 1 µg/ml Galektin-3 wieder etwas an. In Kokultur mit PancTu-I
Zellen war keine konzentrationsabhängige Abnahme der CD107a Expression zu beobachten.
Auch bei Panc89 Zellen, die eine geringe Galektin-3 Expression besitzen, führte die Zugabe
von rekombinantem Galektin-3 zu einer leichten Reduktion der CD107a Expression. Insgesamt
lässt sich festhalten, dass rekombinantes Galektin-3 sowohl bei kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2
γδ T Zellen allein als auch in Kokultur mit PDAC Zellen unabhängig von der Galektin-3 Ex-
pression der PDAC Zellen zu einer geringfügigen Reduktion der CD107a Expression führte.
Diese Reduktion der CD107a Expression korrelierte allerdings nicht mit der Konzentration des
zugegebenen Galektin-3.
Um Aussagen treffen zu können, ob Galektin-3 eine Rolle bei der Modulation der zytotoxi-
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schen Aktivität von kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen spielt, wurden Zytotoxizitätstests
durchgeführt. Zur Analyse des Einflusses von rekombinantem Galektin-3 auf die zytotoxische
Aktivität von kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien, wurden verschiedene PDAC Zellen
ausgesät und für 24-48 Stunden wachsen gelassen bis die Zellen eine lineare Wachstumsphase
und einen Zellindex von ungefähr eins erreicht hatten. Anschließend wurden kurzzeit aktivier-
te Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien mit rekombinantem Galektin-3 in verschiedenen Konzentrationen
hinzugegeben und die T Zellen mit bsAk restimuliert oder nicht. Hierbei zeigte sich, dass die
Zugabe von rekombinantem Galektin-3 im Gegensatz zu rekombinantem Galektin-9 keinerlei
Einfluss auf die zytotoxische Aktivität der kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen unab-
hängig von der verwendeten PDAC Zelllinie hat (Daten nicht gezeigt). Zusätzlich wurde der
Effekt des endogenen Galektin-3 der PDAC Zellen untersucht. Hierzu wurden Panc1 Zellen als
Beispiel einer Zelllinie mit geringer Galektin-3 Expression und PancTu-I Zellen als Beispiel
einer Zelllinie mit hoher Galektin-3 Expression mit kontroll siRNA oder mit siRNA gegen
Galektin-3 transfiziert oder untransfiziert für 72 Stunden kultiviert. Anschließend wurden die
Zellen abgelöst und in 96er E-Platten erneut ausgesät. Untransfizierte (grüne Linien), mit kon-
troll siRNA transfizierte (lila und blaue Linie) und mit siRNA gegen Galektin-3 transfizierte
(orange und rote Linie) Panc1 Zellen zeigten ein weitgehend vergleichbares Wachstum (Ab-
bildung 3.20). Die Zugabe von kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien führte zu einer
Verringerung des Zellindex und damit einer Lyse der Panc1 Zellen. Untransfizierte und mit
kontroll siRNA transfizierte Panc1 Zellen wurden hierbei gleich gut lysiert. Eine leicht erhöhte
zytotoxische Aktivität zeigten kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien jedoch gegenüber
Panc1 Zellen, in denen Galektin-3 herunterreguliert war. Dies konnte zusätzlich zu dem in Ab-
bildung 3.20 gezeigten repräsentativen Spender für γδ T Zellen von vier weiteren Spendern
gezeigt werden. Auch αβ T Zellen waren in der Lage Panc1 Zellen mit herunterreguliertem
Galektin-3 leicht besser zu lysieren (Daten nicht gezeigt).
PancTu-I Zellen, in denen Galektin-3 herunterreguliert wurde, adhärierten nach dem Trypsi-
nieren nicht mehr in der E-Platte, sodass eine Analyse der zytotoxischen Aktivität von γδ T
Zellen auf PancTu-I Zellen mit und ohne Galektin-3 im RTCA nicht möglich war (Daten nicht
gezeigt). Aus diesem Grund wurde die zytotoxische Aktivität von kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2
γδ T Zellen auf die PDAC Zelllinien Panc1 und PancTu-I, in denen Galektin-3 herunterregu-
liert wurde, parallel mit einem 51Cr-Zytotoxizitätstest analysiert (Abbildung 3.21). Die Daten
eines repräsentativen Spenders von dreien sind in a)-d) dargestellt. In e) und f) sind die Werte
für alle drei Spender bei einem Effektor-Zielzell-Verhältnis von 50:1 zusammengefasst darge-
stellt. Für Panc1 Zellen konnten die Daten aus dem RTCA auch im 51Chrom-Freisetzungstest
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Panc1 kontroll siRNA (lila)
Panc1 Gal-3 siRNA (orange)
Panc1 untr. + Vd2-Tz-Linie (grün)
Panc1 kontroll siRNA + Vd2-Tz-Linie (blau)
Panc1 Gal-3 siRNA + Vd2-Tz-Linie (rot)
Abbildung 3.20: Die Herunterregulation von Galektin-3 verbessert die γδ T Zell-vermittelte Lyse von
Panc1 Zellen leicht. 5000 untransfizierte (grün), mit kontroll siRNA transfizierte (lila, blau) oder mit Galektin-
3 siRNA transfizierte (orange, rot) Panc1 Zellen wurden in 96er E-Plates im RTCA ausgesät. Nach 48 Stunden
wurden Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien (Effektor-Zielzell-Verhältnis 25:1) (grüne, blaue oder rote Linie) oder Triton-
X-100 zur Induktion von maximaler Zelllyse hinzugefügt. Zum Angleich des initialen Wachstums wurde der
Zellindex zum Zeitpunkt der Zugabe der T Zellen normalisiert und alle drei Minuten für 20 Stunden gemessen.
Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung von Triplikaten eines repräsentativen von fünf Spendern.
bestätigt werden. Nicht restimulierte kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T Zellen lysierten Panc1
Zellen, in denen Galektin-3 herunterreguliert war, bei einem Effektor-Zielzell-Verhältnis von
50:1 und 25:1 leicht besser als mit kontroll siRNA transfizierte Panc1 Zellen (Abb. 3.21,
a). Dieser Effekt war bei geringeren Effektor-Zielzell-Verhältnissen allerdings nicht mehr zu
beobachten. In der Zusammenfassung dreier Spender war auch bei einem Effektor-Zielzell-
Verhältnis eine leichte Tendenz zu beobachten, dass Panc1 Zellen, in denen Galektin-3 her-
unterreguliert war, leicht besser lysiert wurden, dies war aber nicht signifikant (Abb. 3.21, e).
Wurden die γδ T Zellen mit bsAk restimuliert, zeigte sich im 51Cr-Zytotoxizitätstest eine ver-
besserte Lyse von Panc1 Zellen, in denen Galektin-3 herunterreguliert war (Abb. 3.21, c bzw.
e). Diese Daten konnten im RTCA jedoch mit fünf Spendern nicht bestätigt werden. Hier hatte
die Herunterregulation von Galektin-3 in Panc1 Zellen keinen Einfluss auf die Lyse durch γδ
T Zellen (Daten nicht gezeigt). PancTu-I Zellen wurden durch nicht restimulierte kurzzeit ak-
tivierte Vγ9Vδ2 γδ T Zellen unabhängig von der Galektin-3 Expression nur in sehr geringem
Maße lysiert (Abb. 3.21, b). Wurden die kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen hingegen
mit bsAk restimuliert, wurden PancTu-I Zellen deutlich stärker lysiert, wobei kein Unterschied
zwischen PancTu-I Zellen, in denen Galektin-3 herunterreguliert war, und mit kontroll siRNA
transfizierten PancTu-I Zellen festgestellt werden konnte (Abb. 3.21, d und f).
Die Zugabe von rekombinantem Galektin-3 reduzierte die Expression des Degranulations-
markers CD107a leicht, was auf eine möglicherweise veränderte Degranulation von γδ T Zel-
len hindeuten könnte. Ein Effekt von rekombinantem Galektin-3 auf die zytotoxische Aktivität
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Abbildung 3.21: Geringer Effekt eines Galektin-3 Knockdowns auf die Lyse von PDAC Zellen. Panc1- und
PancTu-I Zellen wurden mit kontroll siRNA und Galektin-3 siRNA transfiziert und anschließend in einem
fünfstündigen 51Cr-Freisetzungstest verwendet. (a-d) Killkurven mit Triplikaten von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen
eines repräsentativen Spenders, die mit bsAk [(HER2)2xVγ9] restimuliert oder in Medium kultiviert wurden.
Die Standardabweichung war kleiner als 10 % und wurde aus Gründen der Übersichtlichkeit nicht dargestellt.
(e,f) Mittelwert± Standardabweichung eines Effektor-Zielzellverhältnisses von 50:1 mit Vγ9Vδ2 γδ T Zellen
von drei Spendern. Auf statistische Signifikanz wurde mit einem einseitigen, gepaarten Studentischen T-Test
getestet. *:p < 0,05; ns: nicht signifikant.
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von kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen ließ sich hingegen nicht beobachten. Auch die
Herunterregulation von Galektin-3 in PDAC Zellen veränderte die zytotoxische Aktivität von
kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen nur geringfügig. Insgesamt deuten die Ergebnisse
darauf hin, dass Galektin-3 keinen Einfluss auf die zytotoxische Aktivität von kurzzeit akti-
vierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen besitzt.
3.5 Galektin-9 jedoch nicht Galektin-3 induziert Zelltod in
γδ T Zellen
Eine Inhibition der Lyse von PDAC Zellen durch Galektin-3 könnte über die Induktion von
Zelltod in γδ T Zellen vermittelt werden. Fukumori et al. (2003) konnten zeigen, dass Galektin-
3 in MOLT-4 und Jurkat T Zellen Apoptose induziert. Um zu überprüfen, ob Galektin-3 auch
in γδ T Zellen Apoptose induziert, wurden kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T Zellen für 24
Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen Galektin-3 behandelt. Als Kontrolle wurden
dieselben γδ T Zellen mit Galektin-9 behandelt. Nach 24 Stunden wurde die Induktion von
Apoptose durch Markierung mit Annexin-V sowie durch Zugabe von Propidiumiodid (PI)
überprüft. Die Markierung mit Annexin-V diente hierbei als ein Marker für apoptotische Zel-
len, wohingegen die Aufnahme von PI in die Zellen als Indikator für spätapoptotische oder
nekrotische Zellen diente. In Abbildung 3.22 ist der Anteil lebender (Annexin-V-PI-), früh-
apoptotischer (Annexin-V+PI-) sowie spätapoptotischer/nekrotischer (Annexin-V+PI+) Zellen
eines Spenders dargestellt. Ohne Zugabe von Galektinen waren 77% der γδ T Zellen lebend,
6% apoptotisch sowie 17% spätapoptotisch/nekrotisch. 24 Stunden nach Zugabe von 0,1µg/ml
oder 1µg/ml Galektin-3 waren diese Werte nahezu unverändert. Auch die Inkubation der kurz-
zeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen mit 0,1µg/ml Galektin-9 beeinflusste die Vitalität der
Zellen nicht. 24 Stunden nach Kultivierung der γδ T Zellen mit einer höheren Konzentration
von 1 µg/ml Galektin-9 war die Anzahl der lebenden γδ T Zellen jedoch deutlich auf 43%
reduziert. Der Anteil toter bzw. sterbender γδ T Zellen war mit 9% (apoptotisch) bzw. 48%
(spätapoptotisch) entsprechend deutlich erhöht. Diese Ergebnisse wurden durch zusätzliche
Messungen mit weiteren kurzzeit aktivierten γδ T Zellen mehrerer Spender, in denen nur mit
PI gefärbt wurde und somit keine Unterscheidung zwischen apoptotischen und spätapoptoti-
schen Zellen möglich ist, bestätigt (Daten nicht gezeigt).
Es kann also festgehalten werden, dass Galektin-3 in den verwendeten Konzentrationen im
Unterschied zu Galektin-9 keinen Zelltod in T Zellen induziert.
74


























0 0,1 1 0,1 1 Konzentration (mg/ml)
Galektin-3 Galektin-9
n=3
Abbildung 3.22: Galektin-9 und nicht Galektin-3 induziert Zelltod in γδ T Zellen. 100.000 kurzzeit aktivierte
Vγ9Vδ2 γδ T Zellen wurden für 24 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen Galektin-3 oder Galektin-
9 behandelt. Anschließend wurden die Zellen mit Annexin-V und Propidiumiodid (PI) markiert und durch-
flusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist der Anteil lebender (Annexin-V-PI-), frühapoptotischer (Annexin-
V+PI-) und spätapoptotischer/nekrotischer (Annexin-V+PI+) Zellen als Mittelwert von drei Spendern. Die Stan-
dardabweichung war in allen Fällen kleiner als 10%.
3.6 Galektin-3 inhibiert die Proliferation von γδ T Zellen
Da eine Induktion von Zelltod durch die eingesetzten Galektin-3 Konzentrationen ausgeschlos-
sen werden konnte, wurde überprüft, inwiefern die γδ T Zellproliferation durch Galektin-
3 beeinflusst wird. Hierzu wurden PBMZ in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen
Galektin-3 sowie von IL-2 mit BrHPP stimuliert. Nach sechs oder sieben Tagen wurde die
γδ T Zellproliferation mit SCDA, einer im Labor etablierten Methode zur Bestimmung der
Absolutzellzahl, bestimmt. Die Daten wurden zur Angleichung der Unterschiede zwischen
unterschiedlichen Spendern auf die Kontrolle ohne Zugabe von Galektin-3 (Medium) norma-
lisiert und in Abbildung 3.23 dargestellt. Wie deutlich zu sehen ist, reduzierte die Zugabe von
rekombinantem Galektin-3 die Proliferationskapazität der γδ T Zellen und führte zu deutlich
niedrigeren Absolutzellzahlen. Bei Zugabe von 10 µg/ml Galektin-3 proliferierten nur 41 %
der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen im Vergleich zur Mediumkontrolle (ohne Galektin-3). War 1 µg/ml
oder 0,1 µg/ml Galektin-3 zugegeben, proliferierten immerhin noch 65 % bzw. 68 % der
Vγ9Vδ2 γδ T Zellen im Vergleich zur Mediumkontrolle. Konzentrationen von 0,01 µg/ml und
0,001<+µg/ml Galektin-3 hatten keinen Einfluss mehr auf die Proliferation der Vγ9Vδ2 γδ T
Zellen. Die Reduktion der Proliferation ist hoch signifikant (1 µg/ml oder 0,1 µg/ml Galektin-
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Abbildung 3.23: Inhibition der γδ T Zellproliferation innerhalb der PBMZ durch Galektin-3. 125.000
PBMZ wurden in 96er Rundbodenplatten ausplattiert und mit 300nM BrHPP in Gegenwart unterschiedli-
cher Konzentrationen von rekombinantem Galektin-3 und 50 IU IL-2 stimuliert. Nach 6-7 Tagen wurde die
Absolutzellzahl als prozentualer Anteil der Mediumkontrolle der Vγ9-positiven γδ T Zellen mittels SCDA
bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert± Standardabweichung von Doppelwerten von drei bzw. elf Spendern.
Auf statistische Signifikanz wurde mit einem einseitigen, gepaarten Studentischen T-Test getestet: **:p < 0,01;
*:p < 0,05.
3.7 Die Mehrzahl der PDAC Zellen inhibiert die
Proliferation von T Zellen
In den folgenden Experimenten wurde überprüft, ob die γδ T Zellproliferation von stark Ga-
lektin-3 exprimierenden PDAC Zellen im Vergleich zu schwach Galektin-3 exprimierenden
PDAC Zellen eingeschränkt ist. Panc1-, Panc89-, Colo357-, MiaPaCa-2-, BxPC3-, PancTu-I-,
Capan-1- oder Capan-2 Zellen in wurden in 96er Flachbodenplatten ausplattiert und adhärier-
ten für 24 Stunden. Anschließend wurden PBMZ hinzugefügt und mit Zoledronat in der Gegen-
wart von IL-2 stimuliert. Nach 6-7 Tagen wurde die Proliferation anhand der Absolutzellzahl
der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen mit SCDA gemessen. Als Kontrolle diente die Absolutzellzahl von
Vγ9Vδ2 γδ T Zellen in Abwesenheit von PDAC Zellen. Wie in Abbildung 3.24 dargestellt,
war die Absolutzellzahl von 5800 an Tag 0 auf knapp 300.000 Vγ9Vδ2 γδ T Zellen am Tag
der Messung gestiegen, wenn diese in Abwesenheit von PDAC Zellen (Medium) expandiert
wurden. Fand die Expansion in Kokultur mit Panc1 Zellen statt, reduzierte sich die gemessene
Absolutzellzahl geringfügig auf 260.000 Vγ9Vδ2 γδ T Zellen. Eine deutlich stärkere Reduk-
tion der Vγ9Vδ2 γδ T Absolutzellzahl war in Kokultur mit Colo357- (67.500), MiaPaCa-2-
(100.000), Capan-1- (140.000) und Capan-2 (83.000) Zellen zu beobachten. In Gegenwart der
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Abbildung 3.24: Die Mehrzahl der PDAC Linien inhibiert die Proliferation von γδ T Zellen innerhalb
der PBMZ. 5000 Panc1-, Panc89-, Colo357-, MiaPaCa-2-, BxPC3-, PancTu-I Zellen bzw. 10.000 Capan-1-
oder Capan-2 Zellen wurden in 96er Flachbodenplatten ausplattiert. Nach 24 Stunden wurden 250.000 PBMZ
(Effektor-Zielzell-Verhältnis 50:1 bzw. 25:1) hinzugefügt und mit 2,5 µM Zoledronat in Gegenwart von 50 IU
IL-2 stimuliert. Nach 6-7 Tagen wurde die Proliferation der Vγ9-positiven γδ T-Zellen über eine veränderte
Absolutzellzahl mit SCDA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten
von zwei bis sieben Spendern.
PDAC Zellen Panc89, BxPC3 und PancTu-I proliferierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen nicht. In Ko-
kultur mit Panc89 Zellen waren lediglich 9400, mit BxPC3 Zellen 21.000 und in Kokultur mit
PancTu-I 18.000 Vγ9Vδ2 γδ T Zellen am Tag der Messung nachweisbar. Vγ9Vδ2 γδ T Zel-
len proliferierten in Abwesenheit von PDAC Zellen deutlich besser als in Kokultur mit PDAC
Zellen. Nur in Gegenwart von Panc1 Zellen war eine Proliferation von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen
gut möglich.
3.8 Aus Tumorzellen freigesetztes Galektin-3 inhibiert die
Proliferation von γδ T Zellen
Zur Analyse, ob Galektin-3, das aus PDAC Zellen in Kokultur mit T Zellen freigesetzt wird, für
die Proliferationsinhibition von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen verantwortlich ist, wurde die Proliferati-
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Abbildung 3.25: Herunterregulation von Galektin-3 in PancTu-I Zellen stellt die Proliferationsfähigkeit von
γδ T Zellen innerhalb der PBMZ in Kokultur teilweise wieder her. 5000 untransfizierte PancTu-I Zellen
oder mit kontroll siRNA oder Galektin-3 siRNA transfizierte PancTu-I Zellen (72 Stunden nach Transfektion)
wurden in 96er Flachbodenplatten ausgesät. Nach 24 Stunden wurden 250.000 PBMZ alleine kultiviert (ohne
TUZ) oder zu den Tumorzellen (Effektor-Zielzell-Verhältnis 50:1) hinzugefügt und in Gegenwart von IL-2
unstimuliert gelassen (M) oder mit Zoledronat (Z) stimuliert. Nach sechs Tagen wurde die Absolutzellzahl der
Vγ9-positiven γδ T Zellen mittels SCDA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung von
Doppelwerten von fünf Spendern. Zur Prüfung auf statistische Signifikanz wurde ein zweiseitiger, gepaarter
Studentischer T-Test verwendet. *:p<0,05.
analysiert. Hierzu wurden PancTu-I Zellen untransfiziert kultiviert oder mit kontroll siRNA
oder siRNA gegen Galektin-3 transfiziert. 5000 Tumorzellen wurden 72 Stunden nach Trans-
fektion in 96er Flachbodenplatten ausplattiert und adhärierten für 24 Stunden bevor 250.000
PBMZ hinzugefügt und mit Zoledronat oder BrHPP in Gegenwart von IL-2 stimuliert wurden.
Nach sechs Tagen wurde die Vγ9Vδ2 γδ T Absolutzellzahl mit SCDA bestimmt (Abbildung
3.25). In Abwesenheit von PancTu-I Zellen (ohne TUZ) waren sechs Tage nach Stimulation
mit Zoledronat in Gegenwart von IL-2 294.000 Vγ9Vδ2 γδ T Zellen zu detektieren. Wurden
die Vγ9Vδ2 γδ T Zellen in Anwesenheit von untransfizierten PancTu-I Zellen stimuliert, war
die Absolutzellzahl der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen deutlich reduziert (81.500). Wurden die PancTu-I
Zellen vor der Kokultur mit kontroll siRNA transfiziert, erhöhte sich die Absolutzellzahl der
Vγ9Vδ2 γδ T Zellen auf 156.500. Wurde vor der Kokultur Galektin-3 mit siRNA herunterre-
guliert, waren mit 210.500 Vγ9Vδ2 γδ T Zellen eine signifikant erhöhte der Vγ9Vδ2 γδ T
Absolutzellzahl im Vergleich zur Kokultur mit kontroll siRNA transfizierten PancTu-I Zellen
nachweisbar. Auch nach Stimulation der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen mit BrHPP konnte nach sechs
Tagen in Kokultur mit Galektin-3 siRNA transfizierten PancTu-I Zellen eine signifikant erhöh-
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te γδ T Absolutzellzahl im Vergleich zur Kokultur mit kontroll siRNA transfizierten PancTu-I
Zellen gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Wurden PBMZ in Gegenwart von Panc1 Zellen,
die vorher mit kontroll siRNA oder siRNA gegen Galektin-3 transfiziert wurden, mit BrHPP
oder Zoledronat stimuliert, konnte keine Veränderung der Absolutzellzahl im Vergleich zur
Stimulation in Anwesenheit von untransfizierten Panc1 Zellen beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt).
Zumindest in Kokultur mit PancTu-I Zellen scheint also Galektin-3 mitverantwortlich für die
Proliferationsinhibition von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen durch PDAC Zellen zu sein. Zwar konnte
durch Herunterregulation von Galektin-3 die Absolutzellzahl nur auf ca. zwei Drittel der oh-
ne PDAC Zellen erreichten Vγ9Vδ2 γδ T Absolutzellzahl erhöht werden, dies könnte aber
auch an der nicht vollständigen Herunterregulation insbesondere über den langen Zeitraum der
Expansion liegen. Bis zu fünf Tage nach Transfektion der siRNA blieb die Galektin-3 Expres-
sion auf konstant niedrigem Niveau, stieg danach allerdings langsam wieder an. Des Weiteren
ist nicht auszuschließen, dass weitere Faktoren eine Rolle bei der Proliferationsinhibition von
Vγ9Vδ2 γδ T Zellen durch PancTu-I Zellen spielen können.
3.9 β1α3 Integrin ist beteiligt an der Proliferationsinhibition
In Abschnitt 3.8 konnte gezeigt werden, dass von PDAC Zellen freigesetztes Galektin-3 die
Proliferation von γδ T Zellen inhibiert. In der Literatur ist eine Bindung von Galektin-3 an
verschiedene Proteine beschrieben, die auch für die Funktion von γδ T Zellen bzw. deren In-
teraktion mit PDAC Zellen wichtig sind (Dumic et al., 2006). Fukushi und Kollegen konnten
z.B. eine Interaktion von Galektin-3 mit β1α3 Integrin (CD29/CD49c) nachweisen (Fukushi
et al., 2004). Fukumori und Kollegen konnten unterstützend zeigen, dass hohe Konzentratio-
nen Galektin-3 über eine Interaktion mit CD7 und CD29 Apoptose in T Zelllinien auslösen
können (Fukumori et al., 2003). Zusätzlich zu diesen Molekülen wurden in den folgenden Ex-
perimenten weitere in Frage kommende Moleküle wie CD11a (Komponente von lymphocyte
function associated antigen 1, LFA-1) und die Protein-Tyrosin-Phosphatase CD45 analysiert,
die u.a. bei der Aktivierung von T Zellen eine entscheidende Rolle spielen (zusammengefasst
in Saunders and Johnson, 2010). Um eine mögliche Galektin-3 unabhängige Beteiligung dieser
Proteine in der Proliferation von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen zu analysieren, wurden PBMZ zunächst
ohne PDAC Zellen mit Antikörpern gegen diese Proteine in den Konzentrationen 10 µg/ml
oder 20 µg/ml für zwei Stunden vorinkubiert, bevor diese mit Zoledronat in Gegenwart von
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Abbildung 3.26: CD29 und CD49c spielen eine Rolle bei der Galektin-3 vermittelten Proliferationsinhibiti-
on von γδ T Zellen innerhalb der PBMZ. 5000 PancTu-I Zellen wurden in 96er Flachbodenplatten ausgesät.
Nach 24 Stunden wurden 250.000 PBMZ in 110 µl mit den angegebenen Antikörpern (10 µg/ml und 20 µg/ml)
für zwei Stunden vorinkubiert und anschließend 50 µl zu den Tumorzellen transferiert und mit 2,5 µM Zole-
dronat in Gegenwart von 50 IU IL-2 stimuliert. Nach sechs Tagen wurde die Absolutzellzahl der Vγ9-positiven
γδ T Zellen mit SCDA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten ei-
nes Spenders.
Absolutzellzahl der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen mit SCDA bestimmt. Wie in Abbildung 6.17 im Ab-
schnitt 6.5 im Anhang ersichtlich wird, hatte schon allein die Vorinkubation der PBMZ mit den
Isotypkontrollen (mIgG1 und rIgG2a) mit 10 µg/ml oder 20 µg/ml eine deutliche Reduktion
der Absolutzellzahl der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen zur Folge. Nach Vorinkubation mit den spezi-
fischen Antikörpern gegen CD7, CD11a, CD29, CD45 und CD49c war eine Reduktion der
Absolutzellzahl um ca. 30 - 70% zu beobachten, wobei die Reduktion bei Antikörpern gegen
CD7, CD11a und CD28 im Bereich der Isotypkontrollen lag, bei Antikörpern gegen CD45 und
CD49c die Proliferation jedoch nicht ganz so stark eingeschränkt wurde.
Zusätzlich zu den Effekten der Antikörper auf die PBMZ alleine, wurde der Einfluss einer Vor-
inkubation von PBMZ mit den Antikörpern gegen CD7, CD11a, CD29, CD45 und CD49c in
der Kokultur mit PancTu-I Zellen analysiert. Hierzu wurden die PBMZ wie bereits beschrie-
ben für zwei Stunden vorinkubiert und anschließend zu den für 24 Stunden in 96er Flach-
bodenplatten ausplattierten PancTu-I Zellen gegeben und mit Zoledronat in Gegenwart von
IL-2 stimuliert. Nach sechs Tagen wurden die Vγ9Vδ2 γδ T Absolutzellzahl bestimmt. Wie
in Abbildung 3.26 ersichtlich wird, waren sechs Tage nach Stimulation der Vγ9Vδ2 γδ T
Zellen in Gegenwart von PancTu-I Zellen nur 10.000 γδ T Zellen nachweisbar, im Vergleich
zu 80.000 γδ T Zellen nach Stimulation in Abwesenheit von PancTu-I Zellen. Wurden die
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Abbildung 3.27: Partielle Wiederherstellung der γδ T Zellproliferation nach PBMZ/PDAC Zell-Kokultur
durch αCD29/αCD49c Ak-Kombination. 5000 PancTu-I Zellen wurden in 96er Flachbodenplatten ausplat-
tiert. Nach 24 Stunden wurden 250.000 PBMZ in 110 µl mit αCD29 und αCD49c mAk oder den entsprechen-
den Isotypkontrollen (je 5 µg/ml) für zwei Stunden vorinkubiert. 50 µl dieses Zell-/Antikörper-Gemisches
wurde anschließend zu den Tumorzellen gegeben und in Gegenwart von 50 IU IL-2 mit 2,5 µM Zoledro-
nat stimuliert. Nach sieben Tagen wurde mit SCDA die Vγ9Vδ2 γδ T Absolutzellzahl bestimmt und auf die
Mediumkontrolle in Abwesenheit von Tumorzellen (TUZ) normalisiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± Stan-
dardabweichung von Doppelwerten von drei Spendern.
PBMZ vor der Kokultur mit PancTu-I Zellen mit Antikörpern gegen CD7 oder CD45 oder mit
mIgG1 oder rIgG2a Isotypkontrollen vorinkubiert, reduzierte sich die Absolutzellzahl weiter,
was vermutlich auf die oben beschriebene proliferationsinhibierende Wirkung der Antikörper
zurückzuführen ist. Wurden die PBMZ hingegen mit Antikörpern gegen β1-Integrin (CD29)
oder α3-Integrin (CD49c) vorinkubiert, erhöhte sich die Absolutzellzahl der Vγ9Vδ2 γδ T
Zellen im Vergleich zu nicht vorinkubierten PBMZ in Kokultur mit PancTu-I Zellen leicht
(CD29, 13.000 γδ T Zellen) oder deutlich (CD49c, 20.000 γδ T Zellen). Insbesondere das
β1α3 Integrin scheint also eine Rolle bei der Galektin-3 vermittelten Proliferationsinhibition
von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen duch PDAC Zellen zu spielen.
Um diese mit einem repräsentativen Spender gewonnenen Erkenntnisse (Abbildung 3.26) zu
verifizieren, wurde die Kombination von Antikörpern gegen CD29 und CD49c zur Aufhebung
der Proliferationsinhibition verwendet. Wurden PBMZ von drei Spendern mit der Kombination
der Antikörper gegen CD29 und CD49c zur Reduktion der insgesamt verwendeten Antikör-
permenge in Konzentrationen von je 5 µg/ml vorinkubiert und anschließend in Gegenwart von
PancTu-I Zellen mit Zoledronat und IL-2 stimuliert, konnte die aus Abbildung 3.26 gezoge-
ne Vermutung bestätigt werden. Auch die Vorinkubation mit der Kombination der Antikörper
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gegen CD29 und CD49c hob die Proliferationsinhibition durch PancTu-I Zellen teilweise auf.
Allerdings steigerte die Kombination beider Antikörper die Proliferation der Vγ9Vδ2 γδ T
Zellen in Kokultur nicht deutlich stärker als die Vorinkubation mit αCD49c-Antikörper allein,
was darauf hindeutet, dass möglicherweise α3-Integrin eine größere Rolle bei der Galektin-3
vermittelten Proliferationsinhibition durch PancTu-I Zellen spielt als β1-Integrin. Es ist außer-
dem zu vermuten, dass noch weitere Moleküle an der Proliferationsinhibition von Vγ9Vδ2 γδ
T Zellen durch PancTu-I Zellen beteiligt sind.
3.10 Galektin-3 wird durch PDAC Zellen in Kokultur mit T
Zellen in die Zellperipherie relokalisiert
In Abschnitt 3.3.4 konnte bereits gezeigt werden, dass die Freisetzung von Galektin-3 durch
PDAC Zellen in Kokultur mit T Zellen von direktem Zell-Zell-Kontakt beider Zellpopulatio-
nen abhängt. In den im Folgenden dargestellten Versuchen sollte nun der Mechanismus der
Freisetzung von Galektin-3 durch PDAC Zellen aufgeklärt werden. Hierfür wurde zunächst
analysiert, ob eine Aktivierung des Ca2+- oder des Protein-Kinase-C (PKC)-Signalwegs für
die Freisetzung von Galektin-3 durch PDAC Zellen notwendig ist. PancTu-I Zellen wurden
deshalb mit dem Ca2+-Ionophor Ionomycin (Liu and Hermann, 1978) und dem Phorbolester
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), der ein Aktivator der PKC ist (Castagna et al., 1982),
aktiviert. Nach ein, drei und 24 Stunden wurde die Freisetzung von Galektin-3 in den Über-
stand mit ELISA analysiert. Wie in Abbildung 3.28 dargestellt ist, veränderte sich die durch
PancTu-I Zellen alleine (Medium) nach einer oder drei Stunden freigesetzte Menge Galektin-3
durch Stimulation mit Ionomycin und PMA nur wenig. Lediglich nach Stimulation von Iono-
mycin (500 ng/ml) und PMA mit 10 ng/ml war nach 24 Stunden eine leicht erhöhte Menge
Galektin-3 im Überstand nachzuweisen. Allerdings lag die freigesetzte Menge Galektin-3 weit
von den in Kokultur freigesetzten Mengen (Abschnitt 3.3.2) entfernt. Eine weitere Möglichkeit
die Freisetzung von Galektin-3 durch PDAC Zellen zu induzieren, könnte die Ausbildung der
immunologischen Synapse zwischen PDAC Zellen und γδ T Zellen während deren Interaktion
sein. Um dies zu analysieren, wurden PancTu-I Zellen mit kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ
T Zellen für ein, drei, fünf, zehn, 20 und 45 Minuten kokultiviert. Nach dieser Zeit wurden
die Zellkonjugate fixiert und für die Bestimmung am ImagestreamX MKII markiert. Hierbei
wurde CD3 als Marker für T Zellen und das epitheliale Zelladhäsionsmolekül (EpCAM) als
Marker für PancTu-I Zellen verwendet. Um die Ausbildung einer Synapse nachweisen zu kön-
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Abbildung 3.28: Galektin-3 Freisetzung durch PDAC Zellen ist unabhängig vom Ca2+- oder PKC-
Signalweg. PancTu-I Zellen wurden in Gegenwart des Ca-Ionophors Ionomycin (500 ng/ml) und des Phor-
bolesters PMA (10, 50 oder 100 ng/ml) kultiviert. Nach einer, drei und 24 Stunden wurde Galektin-3 im Zell-
kulturüberstand mit ELISA überprüft. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung von drei Experi-
menten.
nen, wurde Phalloidin als Marker für filamentöses (F)-Aktin verwendet. Zusätzlich wurde noch
Galektin-3 markiert um überprüfen zu können, ob Galektin-3 bei Ausbildung der Synapse aus
den PDAC Zellen freigesetzt wird. Unabhängig vom Zeitpunkt nach Zugabe der γδ T Zellen
lagen unter 1 % der Tumor- und T Zellen in Konjugaten vor (Daten nicht gezeigt). Dies könnte
möglicherweise auf einen kiss and run-Mechanismus hindeuten, bei dem es nur einen kurzen
Kontakt zwischen Tumor- und T Zelle gibt. Wurden allerdings sowohl die einzeln vorkom-
menden als auch die in Konjugaten vorliegenden PancTu-I Zellen analysiert, konnte eine von
der Dauer der Kokultur abhängige unterschiedliche Lokalisation von Galektin-3 beobachtet
werden. Hierzu wurde die im Materialien und Methodenteil beschriebene (Abschnitt 2.13.7)
Peripheriemaske verwendet. Innerhalb dieses Rings, der die Zellperipherie und Zelloberfläche
umfasst, wurde die Intensität der Galektin-3 Markierung bestimmt. In Abbildung 3.29 A und B
sind zwei beispielhafte PancTu-I Zellen mit Galektin-3 Expression im Zentrum der Zelle (A)
sowie in der Peripherie (B) dargestellt. Die Intensität der Galektin-3 Expression innerhalb der
Peripheriemaske von PancTu-I Zellen (TUZ) allein (n=1) und von PancTu-I Zellen nach den
angegebenen Zeiten der Kokultur mit Vγ9Vδ2 γδ T Zellen (Mittelwert von n=3 Spendern) ist
in Abbildung 3.29 C dargestellt. Innerhalb der ersten fünf Minuten nach Zugabe der γδ T Zel-
len nahm die Galektin-3 Epxression in der Zellperipherie leicht ab, was auf eine Freisetzung
von Galektin-3 hindeuten könnte. Zehn, 20 und 45 Minuten nach Zugabe der γδ T Zellen stieg
die Intensität der Galektin-3 Expression in der Peripherie allerdings deutlich an und lag 45























































Abbildung 3.29: Kokultur mit γδ T Zellen führt zur Zunahme der Galektin-3 Färbung in der Periphe-
rie von PancTu-I Zellen. PancTu-I Zellen wurden allein oder für die angegebene Zeit mit kurzzeit aktivierten
Vγ9Vδ2 γδ T Zellen kokultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit Phalloidin sowie mit αCD3, αEpCAM
und αGalektin-3 mAk markiert und am ImagestreamX MKII gemessen. Dargestellt ist das Fluoreszenzbild von
Galektin-3, die Überlagerung des Fluoreszenzbildes von Galektin-3 mit dem Durchlichtbild und die Periphe-
riemaske für das Fluoreszenzbild von Galektin-3 an beispielhaften PancTu-I Zellen mit Galektin-3 Expression
im Zentrum (A) oder in der Peripherie (B) der Zelle. Der Mittelwert ± Standardabweichung der Intensität der
Galektin-3 Expression in der Peripherie von PancTu-I Zellen nach Zugabe von γδ T Zellen von drei unter-
schiedlichen Spendern in einem Experiment ist in C dargestellt.
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3.11 Primäre Ovarialkarzinom Zellen inhibieren partiell die Proliferation von γδ T Zellen
Dies könnte auf eine mögliche Relokalisation von Galektin-3 aus dem Zellzentrum in Richtung
Peripherie oder Zelloberfläche hindeuten.
Diese Ergebnisse untermauern die Hypothese, dass PDAC Zellen in Kokultur mit kurzzeit akti-
vierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen nach Zellkontakt Galektin-3 in Vesikeln zur Zelloberfläche brin-
gen und dieses freisetzen, welches dann zu einer Inhibition der T Zellproliferation beiträgt.
3.11 Primäre Ovarialkarzinom Zellen inhibieren partiell die
Proliferation von γδ T Zellen
Wie in Abschnitt 3.8 dargestellt, ist bei PancTu-I Zellen Galektin-3 partiell verantwortlich für
die Proliferationsinhibition von γδ T Zellen durch diese Tumorzellen. Zur Überprüfung, ob
auch Zellen anderer Tumorentitäten die Proliferation von γδ T Zellen inhibieren, wurde die
Proliferation in Gegenwart von sowohl etablierten Ovarialkarzinom Zelllinien als auch in pri-
mären Ovarialkarzinom Zellen (selbst etabliert) analysiert. Die etablierten Linien HEY und
SKOV3 wurden uns freundlicherweise von Prof. Dirk Bauerschlag aus der Klinik für Gynä-
kologie und Geburtshilfe des UKSH zur Verfügung gestellt. Zusätzlich erhielten wir von Prof.
Bauerschlag Tumore von Ovarialkarzinom-Patientinnen, aus welchen die primären Ovarialkar-
zinom Zellen OC1, OC12 und OC15 generiert wurden. Jeweils 5000 Zellen der Ovarialkarzi-
nome wurden für 24 Stunden kultiviert, bevor 125.000 PBMZ hinzugefügt und mit Zoledronat
plus IL-2 stimuliert wurden. Nach sechs-sieben Tagen wurde die Vγ9Vδ2 γδ T Absolutzell-
zahl mit SCDA bestimmt. Wie in Abbildung 3.30 dargestellt ist, konnten in diesen Experimen-
ten in Abwesenheit von Tumorzellen nach sechs-sieben Tagen 200.000 Vγ9Vδ2 γδ T Zellen
gemessen werden. In Gegenwart von HEY Zellen waren nur noch 100.000, in Gegenwart von
SKOV3 Zellen sogar nur noch 6000 Vγ9Vδ2 γδ T Zellen zu detektieren. Die Proliferation von
γδ T Zellen wurde in Gegenwart von OC1 Zellen nicht beeinflusst (212.000). In Gegenwart
von OC12 Zellen oder OC15 Zellen konnte eine leichte Reduktion der Absolutzellzahl beob-
achtet werden (161.000 bzw. 173.000 Vγ9Vδ2 γδ T Zellen).
Interessanterweise zeigten sich hier Unterschiede zwischen den ATCC-Linien und den aus fri-
schen Tumoren. In Gegenwart der ATCC-Linien HEY und SKOV3 proliferierten γδ T Zellen
schlechter, wohingegen die Proliferation in Gegenwart der aus frischen Tumoren etablierten
Linien OC1, OC12 oder OC15 kaum beeinflusst war. Auch aus Aszites von Ovarialkarzinom-
Patientinnen wurden Tumorlinien etabliert, welche die Proliferation von γδ T Zellen ebenfalls
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Abbildung 3.30: Einige Ovarialkarzinom Zellen inhibieren die Proliferation von γδ T Zellen innerhalb der
PBMZ. 5000 HEY, SKOV3, OC1, OC12 oder OC15 Zellen wurden in 96er Flachbodenplatten ausplattiert.
Nach 24 Stunden wurden 125.000 PBMZ hinzugefügt und mit 2,5 µM Zoledronat in Gegenwart von 50 IU
IL-2 stimuliert. Am Tag der Stimulation (Tag 0) und nach sechs bis sieben Tagen wurde die Vγ9Vδ2 T Abso-
lutzellzahl mit SCDA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten von
vier oder elf Spendern.
auch in Kokultur mit Ovarialkarzinom Zellen, dass γδ T Zellen in Gegenwart einiger Linien
gar nicht bzw. deutlich schlechter proliferierten. Sowohl HEY-, als auch SKOV3 Zellen zeigten
eine deutliche Expression von Galektin-3. OC1-, OC12- und OC15 Zellen wiesen sogar eine
noch höhere Galektin-3 Expression auf (Daten nicht gezeigt). Dieses wurde sowohl in Kokul-
tur mit Vγ9Vδ2 γδ T Zellen als auch in Kokultur mit PBMZ, die mit Zoledronat und IL-2 sti-
muliert wurden, freigesetzt (Abbildung 3.31, Daten nicht gezeigt). Schon in Abwesenheit von
Ovarialkarzinom Zellen setzten mit Zoledronat stimulierte PBMZ nach 72 Stunden 1200 pg/ml
Galektin-3 frei, welches u.a. aus den Monozyten stammen könnte. Wurden die PBMZ dagegen
in Kokultur mit Ovarialkarzinom Zellen mit Zoledronat stimuliert, ließen sich deutlich größere
Mengen Galektin-3 im Überstand nachweisen. Ca. 2000 pg/ml Galektin-3 waren nach 72 Stun-
den im Überstand der Kokultur von SKOV3-, OC1- und OC15 Zellen mit PBMZ nachweisbar.
In Kokultur von HEY- und OC12 Zellen mit PBMZ akkumulierte die Galektin-3 Menge im
Überstand dagegen auf ca. 2400 pg/ml (OC12 Zellen) oder 2950 pg/ml (HEY Zellen). Wurden
die PBMZ in Kokultur mit Ovarialkarzinom Zellen nicht mit Zoledronat stimuliert, ließ sich
ebenfalls Galektin-3 im Überstand nachweisen. Die nachgewiesene Menge war in Kokultur
mit OC12 Zellen besonders hoch (1720 pg/ml). Ob das freigesetzte Galektin-3 aus Zellen der
PBMZ oder aus Ovarialkarzinom Zellen stammte, wurde hingegen nicht analysiert.
Wie PDAC Zellen expimierten Ovarialkarzinom Zellen Galektin-3 und eine Freisetzung von
Galektin-3 in Kokultur von Ovarialkarzinom Zellen mit Vγ9Vδ2 γδ T Zellen und auch in
Kokultur mit PBMZ konnte nachgewiesen werden. Außerdem inhibierten die etablierten Ova-
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Abbildung 3.31: Galektin-3 Freisetzung in Kokultur von Ovarialkarzinomzellen mit PBMZ. 5000 HEY,
SKOV3, OC1, OC12 oder OC15 Zellen wurden in 96er Flachbodenplatten ausplattiert. Nach 24 Stunden wur-
den 125.000 PBMZ hinzugefügt und mit 2,5 µM Zoledronat in Gegenwart von 50 IU IL-2 stimuliert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde die Galektin-3 Menge im Überstand mit ELISA bestimmt. Dargestellt ist der
Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten von zwei Spendern.
rialkarzinom Zelllinien HEY und SKOV3 die Proliferation der Vγ9Vδ2 γδ T Zellen innerhalb
der PBMZ.
3.12 Verteilung von γδ T Zellen im Blut, Aszites und Tumor
von Ovarialkarzinom Patientinnen
In den dargestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass von Tumorzellen freigesetztes
Galektin-3 in vitro zu einer Proliferationsinhibition von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen führt. Um zu
überprüfen, ob Hinweise auf eine Proliferationsinhibition auch in vivo zu beobachten sind,
wurden periphere Blut Lymphozyten (PBL), Tumor Aszites Lymphozyten (TAL) und Tumor-
infiltrierende Lymphozyten (TIL) aus Blut, Aszites und Tumorgewebe von 21 (Blut) bzw. 14
(Aszites, Tumor) Ovarialkarzinom Patientinnen isoliert. Der Anteil an γδ T Zellen, Vδ1- und
Vδ2 γδ T Zellen wurde anschließend durchflusszytometrisch in den isolierten Zellpopulatio-
nen untersucht (Abbildung 3.32). Der Median des Anteils an γδ T Zellen (A) war mit 1,1 %
(Mittelwert 1,6 %) in den TIL im Vergleich zu 1,7 % (Mittelwert 3,2 %) in den PBL und 1,5 %




































Abbildung 3.32: Unterschiedliche Verteilung von Vδ1- und Vδ2 γδ T Zellen in Blut, Aszites und Tumor
von Ovarialkarzinom Patientinnen. Periphere Blut Lymphozyten (PBL, blau), Tumor Aszites Lymphozyten
(TAL, orange) und Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL, grau) von Ovarialkarzinom Patientinnen wurden
isoliert und die Anteile von γδ T Zellen (A) mit Vδ2- (B) oder Vδ1 (C)-Elementen durchflusszytometrisch
bestimmt. Die Daten von 21 (Blut) oder 14 (Aszites, Tumor) Patientinnen sind als Boxplots dargestellt, wobei
der Median mit einem Strich und der Mittelwert mit einem X gekennzeichnet ist. Ausreißer, definiert als Punk-
te, die außerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstands liegen, wurden separat eingezeichnet. Die Daten wurden
mit einem zweiseitigen Mann-Whitney U Test auf statistische Signifikanz überprüft: **: p<0,01; *:p<0,05; ns:
nicht signifikant.
len ungefähr gleich, wobei die Streuung der Werte in den TAL deutlich höher war. Der Anteil
der Vδ2 γδ T Zellen war hingegen in den TAL (Median 50 %, Mittelwert 49 %) im Vergleich
zu den PBL (Median 68 %, Mittelwert 62 %) reduziert. Noch kleiner (leicht signifikant im
Vergleich zum Anteil in PBL) war der Anteil der Vδ2 γδ T Zellen in den TIL (Median 38 %,
Mittelwert 43 %). Im Gegensatz dazu war der Anteil der Vδ1 γδ T Zellen in den TAL (Median
31 %, Mittelwert 34 %) im Vergleich zu den PBL (Median 13 %, Mittelwert 23 %) erhöht.
Signifikant erhöht war der Anteil der Vδ1 γδ T Zellen in den TIL (Median 59 %, Mittelwert
55 %). Es zeigten sich also nur kleine Unterschiede im Anteil der γδ T Zellen in den unter-
schiedlichen Zellpopulationen. Allerdings war die Verteilung der Subpopulationen der γδ T
Zellen deutlich unterschiedlich. Der Anteil der Vδ2 γδ T Zellen war in den TAL und TIL im
Vergleich zu den PBL deutlich reduziert, wohingegen der Anteil der Vδ1 γδ T Zellen in den
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TIL und TAL im Vergleich zu den PBL deutlich erhöht war. Dies könnte darauf hindeuten,
dass die in vitro beobachtete Proliferationsinhibition von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen nach Stimula-





4.1 Expression von Galektin-3 in PDAC Zellen und
Ovarialkarzinom Zellen
Galektin-3 wird vielfach als mögliches immunsuppressives Molekül diskutiert. Ob es aller-
dings auch in der Interaktion von primären humanen T Zellen, insbesondere γδ T Zellen, mit
PDAC Zellen oder Ovarialkarzinom Zellen eine Rolle spielt, war bislang ungeklärt. Im Rah-
men der vorliegenden Arbeit konnte beschrieben werden, dass Galektin-3 von PDAC Zellen
und auch von Ovarialkarzinom Zellen exprimiert wird. In PDAC Zellen konnte eine Lokalisa-
tion in Vesikeln festgestellt werden. Zur näheren Charakterisierung dieser Vesikel wurde die
Kolokalisation von Galektin-3 mit den vesikulären Markerproteinen CD107a, CD63, Rab11
und Vti1b untersucht. Es ergaben sich Hinweise, dass Galektin-3 in PDAC Zellen nicht bzw.
nur in geringem Maße mit CD107a kolokalisiert, obwohl es z.B. in Makrophagen als Bindungs-
partner von CD107a beschrieben wurde (Dong and Hughes, 1997). Eine unterschiedliche Bin-
dung und eine damit eventuell einhergehende Kolokalisation von Galektin-3 an CD107a könn-
te durch ein anderes Glykosylierungsmuster von CD107a begründet sein. In zwei chronischen
myeloischen Leukämie (CML) Zelllinien sind z.B. LAMP1 und auch LAMP2 unterschiedlich
glykosyliert (Carlsson and Fukuda, 1990). Ergänzend konnten Bax et al. (2007) zeigen, dass
ein bei der Reifung von unreifen (immature) Dentritischen Zellen (iDC) zu reifen (mature) DC
(mDC) verändertes Zuckerprofil mit einer veränderten Bindung von Galektin-3 einhergeht. Es
konnte ebenfalls keine Kolokalisation von Galektin-3 mit den anderen untersuchten vesikulä-
ren Markerproteinen CD63, Rab11 und Vti1b festgestellt werden. In anderen Studien konnte
Galektin-3 sowohl in Exosomen von DCs als auch in Exosomen von Blasenkarzinomzellen
nachgewiesen werden, was die Vermutung nahe legt, dass die Galektin-3 positiven Vesikel in
PancTu-I Zellen ebenfalls Exosomen sein könnten (Théry et al., 2001; Welton et al., 2010).
Im RTCA Assay erhöhte zu PDAC Zellen exogen zugegebenes Galektin-3 den Zellindex, wel-
cher ein Indikator für Zellproliferation oder cell spreading ist. Hierbei waren die Effekte bei
PDAC Zellen mit geringer Galektin-3 Expression deutlich größer als bei Zellen mit hoher
Galektin-3 Expression. Auch die Migration von PDAC Zellen wurde durch Galektin-3 be-
einflusst. Nach Herunterregulation von Galektin-3 mit siRNA konnten PancTu-I Zellen in ei-
nem Wundheilungsassay die induzierte „Wunde“ anders als mit kontroll siRNA transfizierte
91
4 Diskussion
PancTu-I Zellen nicht schließen. Auch Kobayashi und Kollegen konnten zeigen, dass Galektin-
3 in Panc1 Zellen in vitro die Migration und Invasion reguliert (Kobayashi et al., 2011b). Es
fanden sich Hinweise, dass dies über einen Mechanismus geschah, in den Akt, GSK-3β und β -
Catenin involviert waren, welche eine wichige Rolle bei der Invasion von PDAC Zellen spielen
(Kobayashi et al., 2011b). Eine Veränderung der Proliferation von Panc1 Zellen in Abhängig-
keit von Galektin-3 konnte in dieser Studie allerdings nicht festgestellt werden. Im Gegensatz
dazu konnten Jiang und Kollegen in SW1990 PDAC Zellen eine proliferationsfördernde Funk-
tion von rekombinantem Galektin-3 zeigen (Jiang et al., 2008). Die Inkubation mit mAk gegen
Galektin-3 führte außerdem zu einer Proliferationsinhibition. Song und Kollegen konnten für
Panc1- und MPanc96 Zellen ebenfalls eine proliferationsfördernde Funktion von Galektin-3
zeigen. Zusätzlich entwickelten Mäuse nach orthotoper Transplantation von PDAC Zellen mit
Galektin-3 Knockdown deutlich kleinere Tumore als nach Transplantation von PDAC Zellen
mit normaler Galektin-3 Expression (Song et al., 2012).
Sowohl etablierte Ovarialkarzinom Zelllinien wie HEY und SKOV3 als auch die selbst ge-
nerierten primären Ovarialkarzinom Zellen exprimierten Galektin-3 deutlich (Daten nicht ge-
zeigt). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Lokalisation von Galektin-3 in Tumoren von Ovari-
alkarzinom Patientinnen bisher nicht untersucht. Dies wäre von großem Interesse auch für die
Prognose der Patientinnen, da in Untersuchungen mit 150 Ovarialkarzinom Patientinnen nu-
kleär exprimiertes Galektin-3 als ein möglicher positiver prognostischer Marker für das Ovari-
alkarzinom vorgeschlagen wurde (Schulz et al., 2017). Hossein und Kollegen konnten zeigen,
dass Galektin-3 die Zellproliferation von SKOV-3 Zellen sowie deren Adhäsion an Kollagen
erhöht. Außerdem besitzt Galektin-3 in SKOV3 Zellen einen anti-apoptotischen Effekt. Die
Inhibition von Galektin-3 in SKOV3 Zellen mit modifiziertem Citruspektin (MCP) erhöhte die
Sensitivität gegenüber Chemotherapie mit Paclitaxel (Hossein et al., 2013). Auch Lu und Kol-
legen konnten zeigen, dass eine Herunterregulation von Galektin-3 in SKOV3 Zellen zu einer
verringerten Migration führte. Hierbei war die mRNA Menge von Galektin-3 stark herunter-
reguliert, allerdings war trotz Herunterregulation noch eine recht starke Galektin-3 Protein-
expression zu detektieren (Lu et al., 2016). In unserer Gruppe konnte Galektin-3 in primären
OC1 und OC15 Zellen auf Proteinebene mit siRNA sehr effizient herunterreguliert werden.
Dies führte in einem Wundheilungsassay dazu, dass die induzierte „Wunde“ nicht mehr ge-
schlossen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Wir konnten also zeigen, dass Galektin-3 nicht
nur in etablierten Linien, sondern vor allem auch in primären Ovarialkarzinom Zellen einen
Einfluss auf die Migration besitzt.
Ob in den untersuchten PDAC Zellen und Ovarialkarzinomzellen single nucleotide polymor-
phism (SNP) im Galektin-3 Gen vorliegen, wurde nicht analysiert. Diese könnten mit verän-
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derten Funktionen von Galektin-3 einhergehen. In Brustkrebspatientinnen wurde ein SNP an
Postition 191 des Galektin-3 Gens beschrieben, der die Aminosäure Prolin an Position 64 durch
Histidin ersetzt. Frauen, die diesen SNP aufweisen haben ein höheres Risiko an Brustkrebs zu
erkranken. Zusätzlich scheint es Unterschiede in der Expression des SNP in verschiedenen Eth-
nien zu geben (Balan et al., 2008). Ein weiterer SNP im Galektin-3 Gen ist mit der Prognose
von Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (non-small cell lung cancer, NSCLC)
sowie mit deren Ansprechen auf Chemotherapie assoziiert (Wu et al., 2012).
4.2 Freisetzung von Galektinen durch PDAC Zellen
Da Galektin-3 von PDAC Zellen exprimiert wird, stellte sich die Frage, ob Galektin-3 auch
durch PDAC Zellen freigesetzt wird. Hierzu wurden zunächst PDAC Zellen für 24 bis 72
Stunden kultiviert und die Galektin-3 Menge im Zellkulturüberstand mit ELISA bestimmt.
Im Überstand von PDAC Zellen mit geringer Galektin-3 Expression (Panc1-, Panc89 Zellen)
konnte kein Galektin-3 detektiert werden. Von einigen PDAC Zellen mit starker Galektin-3 Ex-
pression (Colo357-, Capan-1 Zellen) wurden jedoch geringe Mengen Galektin-3 in den Über-
stand freigesetzt. PancTu-I Zellen, die ebenfalls eine starke Galektin-3 Expression zeigten,
setzten jedoch kaum Galektin-3 frei. Als Kontrolle diente Galektin-9, welches von keiner der
analysierten PDAC Zellen freigesetzt wurde. In Kokultur mit T Zellen wurden jedoch große
Mengen Galektin-3 und auch etwas geringere Mengen Galektin-9 in den Überstand freige-
setzt. Die Menge der Galektin-3 Freisetzung war hierbei abhängig von der Galektin-3 Expres-
sion in den PDAC Zellen. In Kokultur mit Zellen mit geringer Galektin-3 Expression (Panc1-,
Panc89 Zellen) wurde deutlich weniger Galektin-3 freigesetzt als in Kokultur mit Zellen mit
starker Galektin-3 Expression. Schon diese initialen Beobachtungen deuteten darauf hin, dass
Galektin-3 in Kokultur von PDAC Zellen mit T Zellen durch die PDAC Zellen freigesetzt wur-
de. Allerdings setzten auch T Zellen alleine geringe Mengen Galektin-3 frei, weshalb nicht
ausgeschlossen werden konnte, dass Galektin-3 in Kokultur auch von T Zellen freigesetzt wur-
de. Zur Analyse dieser Frage wurde Galektin-3 in PancTu-I Zellen mit siRNA herunterreguliert
und anschließend eine Kokultur mit T Zellen durchgeführt. Es zeigte sich, dass nach Herun-
terregulation von Galektin-3 in den PDAC Zellen deutlich weniger Galektin-3 im Überstand
zu detektieren war als im Überstand der Kokultur mit kontroll siRNA transfizierten PancTu-I
Zellen und T Zellen. Das in der Kokultur freigesetzte Galektin-3 wurde also von den PDAC
Zellen freigesetzt.
Während in dieser Arbeit die Freisetzung von Galektin-3 durch Tumorzellen gezeigt werden
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konnte, stellten Kouo und Kollegen in einem Mausmodell für PDAC interessanterweise fest,
dass Galektin-3 in der Tumormikroumgebung des PDAC von T Zellen und anderen Zellen
freigesetzt wird, aber nicht durch Tumorzellen (Kouo et al., 2015). Im Gegensatz dazu konnten
Iurisci und Kollegen zeigen, dass im Menschen nach Entfernung des Tumors von Kolorek-
talkarzinompatienten die Konzentration von Galektin-3 im Serum deutlich abfiel (Iurisci et al.,
2000). Auch bei PDAC Patienten konnte nach der Entfernung des Tumors eine Verringerung
der Galektin-3 Konzentration im Serum beobachtet werden (Gaida et al., 2012). Allerdings
konnte in beiden Studien nicht unterschieden werden, ob Galektin-3 durch die Tumorzellen
oder andere Tumor-assoziierte Zellen freigesetzt wurde.
Interessanterweise zeigten sich Unterschiede in der Freisetzung von Galektin-3 in Kokultur in
Abhängigkeit der verwendeten T Zellpopulationen. In Kokultur von PancTu-I Zellen sowohl
mit CD4+ αβ T Zellen als auch mit CD8+ αβ T Zellen war eine Stimulation der T Zellen
mit Aktivierungs-/Expansions-Beads oder bsAk [HER2xCD3] notwendig, um eine Galektin-
3 Freisetzung im Überstand zu detektieren. In Kokultur mit γδ T Zellen war die freigesetzte
Menge Galektin-3 unabhängig vom Stimulus. Dies lässt sich möglicherweise mit der Isolation
der T Zellen erklären. Während CD4+- und CD8+ αβ T Zellen mit einem CD4- bzw. CD8
Microbead Kit isoliert wurden, wurden γδ T Zellen mit einem TZR γδ Isolation Kit isoliert.
Hierbei wurden CD4 oder CD8 über Microbeads gebunden und alle gebundenen Zellen isoliert.
γδ T Zellen wurden über den TZR gebunden. Hierbei könnte im Vergleich zur Isolation über
die Korezeptoren bereits eine stärkere Voraktivierung der γδ T Zellen stattgefunden haben,
was dazu führen könnte, dass diese in Kokultur mit PDAC Zellen möglicherweise bereits akti-
viert sind und somit kein zusätzlicher Stimulus mehr notwendig ist. Interessanterweise war in
Kokultur von PancTu-I Zellen mit kurzzeit aktivierten T Zelllinien sowohl bei αβ T Zellen als
auch bei γδ T Zellen ein Stimulus notwendig, damit hohe Galektin-3 Mengen freigesetzt wur-
den. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die hohe Freisetzung in Kokultur von PancTu-I
Zellen mit frisch isolierten γδ T Zellen auf die Voraktivierung der γδ T Zellen zurückzuführen
ist. Um diese Vermutung zu bestätigen, könnten in weiteren Experimenten γδ T Zellen über
negative Isolation isoliert werden. Hierbei werden alle Zellen außer den γδ T Zellen mit mAk
markiert und depletiert, wodurch die verbleibende Fraktion untouched γδ T Zellen enthält. Da
das Kit von Miltenyi allerdings Antikörper gegen CD16 enthält (zur Depletion von NK Zel-
len), würde man auf diese Weise auch CD16-positive γδ T Zellen depletieren und somit keine
einheitliche γδ T Zellpopulation untersuchen.
Galektin-9 wurde von PDAC Zellen alleine nicht freigesetzt. Unter den frisch isolierten T Zell-
populationen setzten lediglich CD4+ αβ T Zellen Galektin-9 nach Stimulation mit Aktivierungs-
/Expansions-Partikeln (Beads) oder bsAk frei. Dabei war die nach Stimulation mit Beads frei-
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gesetzte Menge deutlich höher als nach Stimulation mit bsAk. Sowohl CD4+ als auch CD8+
kurzzeit aktivierte αβ T Zelllinien setzten nach Stimulation mit Beads Galektin-9 frei. Da die
Beads mit mAk gegen CD2, CD3 und CD28 markiert sind, deutet dies darauf hin, dass eine
Kostimulation von αβ T Zellen über CD28 für eine Freisetzung größerer Mengen Galektin-9
notwendig ist. Kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T Zelllinien setzten nach Stimulation mit Br-
HPP größere Mengen Galektin-9 frei. Da nach Stimulation mit bsAk nur sehr geringe Mengen
Galektin-9 freigesetzt wurden, scheint die Freisetzung abhängig von der Aktivierung der T Zel-
len zu sein. Allerdings wurde von unserer Gruppe beschrieben, dass BrHPP im Gegensatz zum
bsAk [(HER2)2xVγ9] Zelltod in kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen induziert (Oberg
et al., 2015). Es könnte also sein, dass das freigesetzte Galektin-9 aus absterbenden γδ T Zel-
len stammt. Auch in Kokultur von kurzzeit aktivierten T Zelllinien mit PDAC Zellen wurden
Galektin-9 Mengen in ähnlicher Höhe wie von den kurzzeit aktivierten T Zelllinien alleine
freigesetzt. Dies deutet darauf hin, dass in dieser Kokultur im Gegensatz zur Freisetzung von
Galektin-3 kein Galektin-9 von den PDAC Zellen freigesetzt wurde. Im Gegensatz dazu wurde
in Kokultur von Panc89-, PancTu-I- und Capan-1 Zellen mit frisch isolierten T Zellen Galektin-
9 im Überstand detektiert. Ob Galektin-9 allerdings von den PDAC Zellen oder von den frisch
isolierten T Zellen freigesetzt wurde, ist unklar. Hier könnte ähnlich wie für Galektin-3 die
Herunterregulation von Galektin-9 in den PDAC Zellen mit siRNA aufklären, ob diese für die
Galektin-9 Freisetzung verantwortlich sind.
4.3 Mechanismen der Freisetzung von Galektin-3 durch
PDAC Zellen
In Abschnitt 3.3.4 konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung von Galektin-3 durch PancTu-I
Zellen in Kokultur sowohl mit αβ als auch mit γδ T Zellen von direktem Zell-Zell-Kontakt
zwischen Tumor- und T Zellen abhängig ist. Da die Freisetzung von Galektin-3 nach Stimula-
tion der T Zellen mit BrHPP/Beads oder bsAk deutlich stärker war, liegt die Vermutung nahe,
dass die Freisetzung von Galektin-3 mit der Lyse der PDAC Zellen korreliert. Allerdings sind
nur geringe Unterschiede in der Freisetzung von Galektin-3 in Kokultur von γδ T Zellen mit
PancTu-I Zellen zwischen der Stimulation der γδ T Zellen mit BrHPP oder bsAk zu beobach-
ten. Die zytotoxische Aktivität von γδ T Zellen gegenüber PancTu-I Zellen ist jedoch nach
Stimulation mit bsAk deutlich größer als nach Stimulation mit BrHPP (Oberg et al., 2014).
Dies deutet darauf hin, dass die Lyse der PancTu-I Zellen durch γδ T Zellen eher eine unter-
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geordnete Rolle für die Freisetzung von Galektin-3 spielt.
Um zu analysieren welche Signalwege bei der Freisetzung von Galektin-3 durch PancTu-I
Zellen eine Rolle spielen, wurde überprüft, ob durch den Phorbolester PMA und den Calcium-
Ionophor Ionomycin Galektin-3 Freisetzung induziert werden kann. Bei der Differenzierung
von THP-1 Monozyten zu Makrophagen durch die Verwendung des Phorbolesters PMA war
die Galektin-3 Expression bereits nach sechs Stunden deutlich erhöht (Kim et al., 2003). Joo
und Kollegen konnten zeigen, dass aktivierte murine T Lymphozyten geringe Mengen Galektin-
3 spontan freisetzten. Dies konnte durch Stimulation mit einem Calcium-Ionophor deutlich
verstärkt werden (Joo et al., 2001). Auch Liu und Kollegen konnten Galektin-3 Expression
und Freisetzung durch humane Monozyten nach Stimulation mit einem Calcium-Ionophor be-
obachten (Liu et al., 1995). In PancTu-I Zellen führte die Stimulation mit dem Phorbolester
PMA und dem Calcium-Ionophor Ionomycin allerdings zu keiner deutlichen Induktion der
Galektin-3 Freisetzung (Abschnitt 3.10). Für die Freisetzung von Galektin-3 durch PancTu-
I Zellen scheint hingegen insbesondere Zell-Zell-Kontakt notwendig zu sein. Für die akute
lymphatische Leukämie (ALL) konnte gezeigt werden, dass Galektin-3, das von Stromazellen
exprimiert und freigesetzt wird, selbst die Galektin-3 Produktion in ALL Zellen induziert (Fei
et al., 2015). Das endogen produzierte Galektin-3 wiederum schützte dann die ALL Zellen vor
Chemotherapeutika (Fei et al., 2013). Die Freisetzung von Galektin-3 wird in verschiedenen
Zellen also unterschiedlich ausgelöst.
In Untersuchungen der Interaktion von PancTu-I Zellen mit γδ T Zellen im Rahmen dieser
Arbeit konnte beobachtet werden, dass die Intensität der Galektin-3 Markierung in der Zellpe-
ripherie der PancTu-I Zellen ein bis drei Minuten nach Beginn der Kokultur kurz abnahm, nach
45 Minuten jedoch deutlich zugenommen hatte (Abschnitt 3.10). Oberflächennahes Galektin-3
könnte also nach Zugabe von T Zellen zunächst innerhalb sehr kurzer Zeit freigesetzt werden,
woraufhin dann weiteres Galektin-3 in Richtung Zellperipherie oder Zelloberfläche transpor-
tiert wird. Da Galektin-3 keine Signalsequenz besitzt, scheint eine Freisetzung über den Weg
des Endoplasmatischen Retikulums/Trans-Golgi-Netzwerkes eher unwahrscheinlich. Zusätz-
lich konnte gezeigt werden, dass Inhibitoren des klassischen sekretorischen Weges Brefeldin
A und Monensin die Freisetzung von Galektin-3 durch baby hamster kidney (BHK) Zellen
oder Madin-Darby canine kidney (MDCK) Zellen nicht inhibieren (Lindstedt et al., 1993; Sato
et al., 1993a). Die Freisetzung in Exosomen könnte eine Möglichkeit der Galektin-3 Freiset-
zung sein. In Exosomen von Tumorzellen (Blasenkarzinom Zellen) wurde Galektin-3 bereits
identifiziert (Welton et al., 2010). Exosomen sind in immunologischen Synapsen zwischen T
Zellen und antigenpräsentierenden B Zellen eine wichtige Komponente der Synapse (Choud-
huri et al., 2014). Außerdem konnte in Jurkat Zellen gezeigt werden, dass Galektin-3 in der im-
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munologischen Synapse mit Alix assoziiert, einem Protein, das bei der Bildung von Exosomen
eine wichtige Rolle einnimmt (Baietti et al., 2012; Chen et al., 2009). Auch andere Galektine
wurden neben Galektin-3 in Exosomen von Tumorzellen beobachtet. So setzen EBV-infizierte
Nasopharynxkarzinom Zellen Exosomen frei, die Galektin-9 enthalten (Keryer-Bibens et al.,
2006). Auch Galektin-1 wurde in Exosomen von Plattenepithelkarzinom Zellen des Kopf- und
Halsbereiches gefunden. Diese Exosomen konnten einen suppresiven Phänotyp in CD8+ T Zel-
len induzieren (Maybruck et al., 2017).
Die Freisetzung von Galektin-3 könnte auch durch Proteolyse geschehen. Die Matrix Metal-
loproteinasen (MMP)-2 und -9, die Galektin-3 spalten können, könnten an Rezeptoren oder
extrazelluläre Matrix gebundenes Galektin-3 freisetzen (Ochieng et al., 1994). MMP-2 und
-9 spalten Galektin-3 zwischen Aminosäure Alanin62 und Tyrosin63. Das dabei entstehende
22 kDa Fragment unterscheidet sich in seinen biologischen Funktionen deutlich von ungespal-
tenem Galektin-3. Das 22 kDa Fragment bindet z.B. mit 20fach höherer Affinität an Epithel-
zellen und an Laminin (Ochieng et al., 1998a; Shekhar et al., 2004). Sowohl MMP-2 als auch
MMP-9 sind in 50% der Tumorzellen und im Stroma des PDAC exprimiert (Giannopoulos
et al., 2008; Jakubowska et al., 2016). Die Freisetzung von Galektin-3 in Kokultur von PDAC
Zellen mit T Zellen könnte also auch über MMP-2 oder -9 vermittelt sein.
4.4 Galektine inhibieren die Proliferation von T Zellen
In Abschnitt 3.6 konnte gezeigt werden, dass rekombinantes Galektin-3 die Proliferation von
γδ T Zellen innerhalb der PBMZ inhibiert. Dies könnte zum einen durch die Induktion von
Zelltod in γδ T Zellen geschehen. Fukumori und Kollegen konnten zeigen, dass hohe Konzen-
trationen (15 µM) rekombinantes Galektin-3 Apoptose in den T Zelllinien MOLT-4 und Jurkat
sowie in PBMZ auslöst, wobei ungeklärt bleibt, in welchen Zellen innerhalb der PBMZ Apop-
tose induziert wurde. Hierbei wurde der Zelltod über Bindung von Galektin-3 an CD7 und
CD29 vermittelt, was in der Freisetzung von Cytochrom C sowie einer Caspase-3-Aktivierung
resultierte und für einen mitochondrialen Apoptoseweg spricht (Fukumori et al., 2003). In Ge-
genwart von Laktose konnte Galektin-3 jedoch keine Apoptose mehr induzieren, was darauf
hindeutet, dass Galektin-3 Apoptose Karbohydrat-abhängig induziert (Fukumori et al., 2003).
Xue et al. (2017) hingegen zeigten, dass 2,5 µM Galektin-3 in Jurkat T Zellen Apoptose un-
abhängig von CD29 induziert. In dieser Studie konnte eine Induktion der Apoptose über extra-
cellular signal-related kinase (ERK)-Phosphorylierung und folgende Caspase-9- und Caspase-
3-Aktivierung durch Galektin-3 gezeigt werden, was eher auf einen extrinsischen Apoptose-
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weg hindeutet (Xue et al., 2017). Auch Peng und Kollegen konnten zeigen, dass 50 µg/ml
rekombinantes Galektin-3, was einer Konzentration von ca. 2 µM entspricht, Aktivierungs-
induzierten Zelltod in Tumor-reaktiven T Zellen induziert (Peng et al., 2008). Die in diesen
Studien verwendeten Galektin-3 Konzentrationen waren allesamt im mikromolaren Bereich.
Im Serum von Patienten waren die gefundenen Galektin-3 Konzentrationen jedoch um meh-
rere log-Stufen niedriger: Im Serum von Patienten mit PDAC konnten 5 ng/ml Galektin-3 de-
tektiert werden (Xie et al., 2012). In Serum von gesunden Blutspendern konnten Galektin-3
Konzentrationen zwischen 20 und 300 ng/ml nachgewiesen werden, wohingegen im Serum
von Patienten mit Tumoren aus diversen Entitäten Galektin-3 Konzentrationen zwischen 20
und 950 ng/ml gemessen wurden (Iurisci et al., 2000). Aus diesem Grund verwendeten wir zur
Analyse, ob Galektin-3 Zelltod in γδ T Zellen induziert, Konzentrationen von 0,1 bis 1 µg/ml.
Im Gegensatz zu Galektin-9 löste Galektin-3 in diesen Konzentrationen keinen Zelltod in γδ
T Zellen aus (siehe Abschnitt 3.5). Die Daten von kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen
dreier Spender, mit denen die Annexin-V/PI-Färbung durchgeführt wurde, konnte mit weite-
ren Spendern in Experimenten reproduziert werden, in denen tote Zellen nur mit PI markiert
wurden (Daten nicht gezeigt). Ob auch frisch isolierte γδ T Zellen resistent gegenüber der In-
duktion von Zelltod von Galektin-3 sind, wurde nicht geklärt. Dies ist aber anzunehmen, da
frisch isolierte T Zellen als ruhende T Zellen eingestuft werden, welche nach initialer Stimula-
tion bis zu ihrer Restimulation meist resistent gegenüber der Induktion von Zelltod sind (Klas
et al., 1993). Dies liegt u.a. an cellular FLICE-inhibitory protein (c-FLIP), welches in ruhen-
den T Zellen und während der Aktivierung von T Zellen exprimiert ist und die Induktion von
Apoptose inhibiert. Sechs Tage nach Aktivierung ist weniger c-FLIP in T Zellen exprimiert
und es kann Apoptose in T Zellen ausgelöst werden (Irmler et al., 1997).
Im Gegensatz zu Galektin-3 induzierte Galektin-9 in einer Konzentration von 1 µg/ml massiv
Zelltod in kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen. Dies konnte durch Zugabe von Lakto-
se, verhindert werden, was darauf schließen lässt, dass die Galektin-9 vermittelte Apoptose
Karbohydrat-abhängig ist (Daten nicht gezeigt). Auch die Proliferation von γδ T Zellen in-
nerhalb der PBMZ wurde durch Galektin-9 nahezu komplett inhibiert (Daten nicht gezeigt).
Gieseke und Kollegen konnten zudem zeigen, dass die Proliferation von humanen αβ T Zellen
innerhalb der PBMZ durch von mesenchymalen Stromazellen freigesetztes Galektin-9 eben-
falls verringert wurde (Gieseke et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass Galektin-9 durch
IFN-γ sowohl in MSC als auch in Endothelzellen und Fibroblasten induziert wird (Asakura
et al., 2002; Imaizumi et al., 2002). Nach Aktivierung von γδ T Zellen werden große Men-
gen IFN-γ und auch TNF-α freigesetzt. Dies könnte die Freisetzung von Galektin-9 durch
einige PDAC Zellen in Kokultur mit γδ T Zellen erklären. Da Galektin-9 Zelltod in γδ T
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Zellen induziert, liegt die Vermutung nahe, dass von PDAC Zellen in Kokultur mit T Zellen
freigesetztes Galektin-9 zur Proliferationsinhibition von γδ T Zellen beiträgt. Ein möglicher
Mechanismus der Induktion von Zelltod in T Zellen durch Galektin-9 wäre über die Bindung
von Galektin-9 an T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing (TIM)-3. Zhu et al.
(2005) konnten zeigen, dass Galektin-9 an TIM-3 bindet und Kalzium Flux, Aggregation und
Zelltod von murinen TH1-Zellen in vitro induzierte. Die Bindung von Galektin-9 an TIM-3
ist Gegenstand gegenwärtiger Diskussionen. Leitner et al. (2013) konnten z.B. keine Bindung
von Galektin-9 an TIM-3 nachweisen. Interessanterweise konnte in dieser Studie auch kei-
ne Proliferationsinhibition von T Zellen durch Galektin-9 induziert werden. Allerdings wurde
Galektin-9 hier nicht rekombinant hinzugegeben, sondern auf der Oberfläche von T Zellen,
die über Membran-gebundene CD3-Antikörperfragmente andere T Zellen stimulieren können,
sogenannten „Stimulationszellen“ exprimiert (Leitner et al., 2010). Möglicherweise gibt es Un-
terschiede zwischen Membran-gebundenem Galektin-9 und löslichem Galektin-9 in der Induk-
tion von Zelltod in T Zellen. (Bi et al., 2008) zeigten, dass die C-terminale CRD von Galektin-9
verantwortlich ist für die Induktion von Zelltod in Jurkat T Zellen. Auch hier war die Induktion
von Zelltod unabhängig von TIM-3. Während TIM-3 für den Galektin-9-vermittelten Zelltod
in murinen TH1 T Zellen notwendig ist, scheint Galektin-9 in humanen T Zellen Zelltod über
andere Mechanismen zu induzieren.
Obwohl rekombinantes Galektin-3 in den verwendeten Konzentrationen keinen Zelltod in γδ
T Zellen induzierte, inhibierte es trotzdem deren Proliferation. Auch PancTu-I Zellen, die in
Kokultur mit kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen hohe Mengen Galektin-3 freisetzten,
inhibierten die Proliferation von γδ T Zellen innerhalb der PBMZ.
Zur Analyse des Effektes von Galektin-3 in der Interaktion von Tumorzellen und T Zellen
wurde Galektin-3 in Tumorzellen über siRNA herunterreguliert. Die Vorinkubation von PBMZ
mit Laktose und LacNAc konnte die Proliferationsinhibition von γδ T Zellen durch PancTu-I
Zellen nur in geringem Maße beeinflussen (Daten nicht gezeigt). Dies könnte daran liegen,
dass Disaccharide oder Monosaccharide sehr kleine Liganden für Galektine sind. Die Disso-
ziationskonstante, die für die Biotin-Avidin-Bindung 10-15M oder für die Immunoglobulin-
Antigen-Bindung 10-12M beträgt, liegt für die Bindung von humanem Galektin-3 an Laktose
oder N-Acetyl-Laktosamin nur im Millimolaren Bereich (Bachhawat-Sikder et al., 2001; Lai-
tinen et al., 2006; Stubenrauch et al., 2013). Im biologischen Kontext binden Galektine kei-
ne löslichen Disaccharide sondern Zuckerstrukturen an Proteinen. In glykosylierten Proteinen
weisen die Zuckerstrukturen z.B. mehrere Lactosamine auf, die dann von multimerisierten Ga-
lektinen erkannt werden. Die Bindungsaffinitäten der einzelnen CRDs können dann additiv
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oder synergistisch wirken, wodurch eine deutlich stärkere Bindung von Galektinen vermittelt
wird (Dam and Brewer, 2010). Außerdem könnte die Spezifität oder Bindungsaffinität von
Galektin-3 durch bestimmte Peptidsequenzen in der Umgebung des N-Acetyl-Laktosamin be-
einflusst werden. Zusätzlich bindet LacNAc auch an viele andere Galektine, wodurch nicht der
Effekt von Galektin-3 alleine beobachtet werden könnte. Insgesamt lassen die Daten darauf
schließen, dass die Interaktion von Galektin-3 mit Karbohydraten für die Proliferationsinhi-
bition eine untergeordnete Rolle spielt. Antikörper gegen Galektin-3 und auch Isotypkontroll-
Antikörper beeinflussten die Proliferation von γδ T Zellen innerhalb der PBMZ selbst, weshalb
sie ungeeignet für die Analyse des Effektes von durch PDAC Zellen freigesetztes Galektin-3
in der Proliferationsinhibition sind (siehe Abbildung 6.5 im Anhang). Auch LacNAc selbst
inhibiert die Proliferation von durch Phytohämagglutinin (PHA) stimulierten T Zellen (Me-
lief et al., 2017). Aus diesen Gründen ist die Herunterregulation von Galektin-3 mit siRNA
in Tumorzellen die verlässlichere Methode um die spezifischen Effekte von Galektin-3 in der
Interaktion von Tumorzellen und T Zellen zu untersuchen.
Durch Herunterregulation von Galektin-3 in PancTu-I Zellen konnte die Proliferationsinhibi-
tion von γδ T Zellen innerhalb der PBMZ in Kokultur zum großen Teil aufgehoben werden.
Auch in einem Protokoll für die Expansion von Tumor-spezifischen T Zellen unter GMP Be-
dingungen für den adoptiven Transfer in Melanompatienten konnten PBMZ in Kokulturen von
PBMZ mit bestrahlten autologen Tumorzellen schwierig expandiert werden. Es konnte gezeigt
werden, dass Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) und Galektin-3 in den Tumorzellen einzeln
oder in Kombination dafür verantwortlich waren, dass in Kokultur von Tumorzellen von Mela-
nompatienten mit autologen PBMZ der Expansionsfaktor von autologen Tumor-spezifischen T
Zellen sehr gering war. Durch Inhibition von IDO oder durch Knockout von Galektin-3 in den
Tumorzellen über CRISPR/CAS konnte die Expansion Tumor-spezifischer T Zellen wieder
hergestellt werden (Melief et al., 2017). Auch andere PDAC Zellen inhibierten die Proliferati-
on von γδ T Zellen, wobei die Proliferationsinhibition nicht in allen Fällen mit der Expression
von Galektin-3 korrelierte. Panc89 Zellen, die z.B. eine geringe Galektin-3 Expression zeig-
ten, inhibierten die Proliferation von γδ T Zellen stark. Dies könnte z.B. an der Expression
von FoxP3 liegen. Panc89 Zellen inhibierten ebenfalls die Proliferation von CD4+ αβ T Zel-
len, die nach Herunterregulation von FoxP3 über siRNA teilweise wieder hergestellt werden
konnte (Hinz et al., 2007). Auch andere Enzyme wie IDO oder COX-2 sind in PDAC Zellen
teilweise überexprimiert oder werden durch IFN-γ oder TNF-α , welche nach Aktivierung von
γδ T Zellen freigesetzt werden, in PDAC Zellen hochreguliert. Dadurch kommt es zur Ak-
kumulation von proliferationsinhibierenden Substanzen wie Kynurenin oder PGE2, die dann
die Proliferation von T Zellen inhibieren können (Daten nicht gezeigt). Die Freisetzung von
100
4.4 Galektine inhibieren die Proliferation von T Zellen
PGE2 und eine Überexpression von COX2 spielt insbesondere bei Colo357 Zellen eine Rolle
(Gonnermann et al., 2015). Bei Panc89 Zellen gibt es erste Hinweise, dass neben FoxP3 auch
IDO eine Rolle in der Proliferationsinhibition spielt. Die Inhibition von IDO in Panc89 Zellen
führte zu einer teilweisen Wiederherstellung der Proliferation von γδ T Zellen in Kokultur mit
Panc89 Zellen (Daten nicht gezeigt).
Auch Ovarialkarzinom Zellen inhibierten die Proliferation von γδ T Zellen und setzten Galektin-
3 frei. Passend zu diesem Ergebnis konnte beobachtet werden, dass in Tumoren von Ovarialkar-
zinom Patientinnen deutlich weniger Vγ9Vδ2 γδ T Zellen vorhanden waren als im Aszites
oder im Blut derselben Patientinnen (siehe Abbildung 3.32). Dies legt die Vermutung nahe,
dass es auch in vivo Mechanismen gibt, die die Proliferation von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen in-
hibieren. Möglicherweise spielt dabei auch Galektin-3 eine Rolle. In diesem Zusammenhang
wäre interessant zu analysieren, ob Galektin-3 auch die Proliferation von Vδ1 γδ T Zellen
beeinflusst. Der beobachtete Anstieg von Vδ1 γδ T Zellen in Tumoren von Ovarialkarzinom
Patientinnen lässt jedoch vermuten, dass Galektin-3 die Proliferation von Vδ1 γδ T Zellen
nicht inhibiert. Andererseits könnte diese Beobachtung auch durch eine erhöhte Vδ1 γδ T
Zellinfiltration in den Tumor im Vergleich zu Vδ2 γδ T Zellen erklärt werden.
In der Interaktion von Tumorzellen und T Zellen spielen Integrine eine besondere Rolle. Insbe-
sondere die Interaktion von ICAM-1 mit LFA-1 ist wichtig für die Lyse von Tumorzellen durch
γδ T Zellen (Guo et al., 2005; Shojaei et al., 2009). Interessanterweise ist eine Interaktion von
Galektin-3 mit Komponenten von LFA-1 in Makrophagen beschrieben (Dong and Hughes,
1997). Auch für andere Integrine wie α1β1 Integrin oder α3β1 Integrin (CD29/CD49c) ist
eine Interaktion mit Galektin-3 gezeigt (Fukushi et al., 2004; Ochieng et al., 1998b). Die Bin-
dung von Galektin-3 an α3β1 Integrin ist dabei abhängig von der Glykosylierung des Integrins
durch Mgat5. Durch die Bindung von Galektin-3 an α3β1 Integrin wird in humanen Cornea-
Epithelzellen über die focal adhesion kinase (FAK) und den Rac1-Signalweg die Formierung
von Lamellopodien und somit die epitheliale Zellmigration induziert (Saravanan et al., 2009).
Avdalovic et al. (1993) konnten allerdings keine Expression von α3 Integrin auf kurzzeit akti-
vierten γδ T Zellen beobachten. Im Gegensatz dazu zeigten unsere Analysen, dass α3 Integrin
auf ruhenden γδ T Zellen exprimiert ist. Möglicherweise wird das Integrin nach Aktivierung
herunterreguliert oder die von Avdalovic und Kollegen verwendeten Antikörper zeigten eine
nicht ausreichende Markierung (Avdalovic et al., 1993). Um zu überprüfen, ob Integrine in
der Proliferationsinhibition von γδ T Zellen innerhalb der PBMZ durch PancTu-I Zellen eine
Rolle spielen, wurden neutralisierende Antikörper verwendet um die mögliche Bindung von
Galektin-3 an Integrine zu blockieren. Hierbei hoben Antikörper gegen β1-Integrin und gegen
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α3-Integrin sowohl alleine als auch in Kombination die Proliferationsinhibition durch PancTu-I
Zellen teilweise auf. Die Vorinkubation mit anti-α3-Integrin zeigte dabei einen stärkeren Ef-
fekt, was darauf hindeutet, dass hier möglicherweise die Bindungsstelle von Galektin-3 liegen
könnte. Auch in der Literatur ist ein Einfluss von α3β1 Integrin auf die Proliferation beschrie-
ben. Chang et al. (1995) konnten einen kostimulatorischen Effekt nach CD3 Stimulation von
humanen Thymozyten beobachten, welcher durch Zugabe von Antikörpern gegen α3 und α6
Integrin aufgehoben werden konnte. Die Bindung von Galektin-3 an α3 Integrin könnte einen
proliferationsfördernden Effekt des Integrins auf γδ T Zellen verhindern. Wird die Interaktion
von α3β1 Integrin mit Galektin-3 durch mAk verhindert, könnte dies ebenfalls einen Einfluss
auf Effekte durch α3β1 Integrin haben. Dies könnte eine Erklärung für die nur unvollständige
Aufhebung der Proliferationsinhibition von γδ T Zellen durch PancTu-I Zellen darstellen. Ob
auch die Proliferationsinhibition durch rekombinantes Galektin-3 durch die neutralisierenden
Antikörper aufgehoben wird, wurde in vorliegender Arbeit nicht untersucht. Die Bindung von
Galektin-3 an β1-Integrin könnte auch für die PDAC Zellen eine Rolle spielen. Mardagant
und Kollegen konnten z.B. zeigen, dass Galektin-3 in chimären GE11 Zellen über β1-Integrin
induziert wird. Dies geschah über die Demethylierung des Galektin-3 Promotors, wodurch die
Galektin-3 Transkription verstärkt wurde. Dieser Feedback-Mechanismus führte zu erhöhter
Zelladhäsion und Migration (Margadant et al., 2012). Wie in vorliegender Arbeit beschrieben
setzten PDAC Zellen (PancTu-I Zellen) ebenfalls Galektin-3 frei, wenn sie in Kontakt mit T
Zellen kamen. Diese Freisetzung könnte auf der einen Seite zu einer Inhibition der T Zel-
len führen, kann aber auch auf der anderen Seite ein Mechanismus sein, der die Tumorzellen
selbst zu erhöhter Proliferation oder zu verstärkter Zelladhäsion anregt. Zusätzlich könnte der
Mechanismus dafür sorgen, dass freigesetztes Galektin-3 nachgebildet wird und somit weiteres
Galektin-3 für die Freisetzung zur Verfügung steht.
Eine Immunologische Synapse zwischen T Zelle und APZ oder Zielzelle besteht im Normal-
fall aus verschieden angeordneten Proteinclustern, die dann die sogenannte bulls eye structure
bilden. Diese Proteincluster oder auch supramolekularen Aktivierungscluster (supramolecular
activation cluster, SMAC) werden in zentralen (cSMAC), peripheren (pSMAC) und distalen
(dSMAC) Aktivierungscluster unterteilt. Der TZR befindet sich zusammen mit der Protein-
kinase C und der zur Src Familie gehörenden Tyrosinkinase Lck im cSMAC, wohingegen
sich Adhäsionsmoleküle wie ICAM-1/LFA-1 im pSMAC anlagern. Rund um den pSMAC ak-
kumuliert Aktin, welches den dSMAC bildet (zusammengefasst in Dieckmann et al., 2016).
Auch Galektin-3 spielt eine Rolle bei der Ausbildung einer Synapse. Dies könnte eine weite-
re Möglichkeit der Proliferationsinhibition von γδ T Zellen durch Galektin-3 darstellen. Die
β1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase V (MGAT5) ist eine Glykosyltransferase, die die Ver-
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zweigung von N-Glykanen initiiert und somit N-Acetyllactosamin (LacNAc)-Zuckerstrukturen
an Proteine wie den TZR bindet. An diese Zuckerstrukturen kann Galektin-3 binden und ver-
hindert damit das Zusammenlagern vieler TZRs. Demetriou und Kollegen konnten in einer
Studie in Mäusen zeigen, dass der Knockout von MAGT5 die Bindung von Galektin-3 an
den TZR verhinderte, was zu verbessertem Zusammenlagern der TZRs nach CD3 Stimulation
führte. Letztendlich resultierte daraus eine erhöhte ZAP70 Phosphorylierung und verbesserte
T Zellaktivierung sowie gesteigerte T Zellproliferation (Demetriou et al., 2001). Auch durch
Tumorzellen freigesetztes Galektin-3 könnte an den TZR binden und somit die Schwelle zur
T Zellaktivierung erhöhen. Dies könnte zur Inhibition der Proliferation von γδ T Zellen durch
Tumorzellen beitragen.
Die Protein Tyrosinphosphatase CD45 ist ebenfalls an der Aktivierung von T Zellen betei-
ligt und besitzt auch β1,6-GlcNAc-verzweigte Zuckerstrukturen, an welche Galektin-3 binden
kann (Sato et al., 1993b). Das Galektin-Netzwerk, das sowohl an CD45 als auch an den TZR
bindet, sorgt dafür, dass diese in einer Mikrodomänenstruktur lokalisiert sind (Chen et al.,
2007). Diese räumliche Nähe führt zu einem reduzierten TZR-Signaling (He et al., 2002).
Nach T Zellaktivierung reduziert sich die CD45 Menge in der Nähe des TZRs (Edmonds and
Ostergaard, 2002). Dies führt zu einem erhöhten TZR-Signaling in murinen CD4+ αβ T Zel-
len, das vermutlich über die zur Src Familie gehörende Tyrosinkinase Lck vermittelt ist (Chen
et al., 2007). Lck, das in αβ T Zellen meist mit CD4 assoziiert ist, ist auch für ein starkes
Signal des γδ TZR wichtig (Laird and Hayes, 2010). Durch die Freisetzung von Galektin-
3 bei Zell-Zellkontakt zwischen PDAC Zelle und T Zelle erhöht sich die Galektin-3 Menge
in der Umgebung der Synapse deutlich. Dies könnte zu einer Störung der Lokalisation von
CD45 und des TZR führen, was in einem reduzierten T Zell-Signaling und damit in redu-
zierter T Zellaktivierung resultieren könnte. Auch bei der Kostimulation von T Zellen könnte
Galektin-3 eine inhibitorische Funktion haben. Das kostimulatorische Molekül CD28 besitzt
Polylaktosamin-Strukturen, die von der β1,3-N-Acetylglucosaminyltransferase 2 (β3GnT2)
synthetisiert werden und an die Galektin-3 binden könnte. In Knockout-Mäusen für β3GnT2
war kein Polylaktosamin mehr an CD28 zu finden und das Signaling nach TZR/CD28 Stimula-
tion verstärkt. Außerdem zeigte sich eine erhöhte T Zell-Proliferation (Togayachi et al., 2007).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass in Kokultur von PancTu-I Zellen
und kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen nur wenige Synapsen ausgebildet werden (Da-
ten nicht gezeigt). Dies könnte darauf hindeuten, dass Galektin-3 die Ausbildung von Synapsen
zwischen PancTu-I Zellen und kurzzeit aktivierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen behindert. Auch ein
kiss and run Mechanismus, bei dem die γδ T Zellen nur kurz an ihre Zielzelle binden, die-
se abtöten und dann weiter zur nächsten Zielzelle wandern, ist denkbar. In PancTu-I Zellen
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konnte eine Relokalisation von Galektin-3 in Richtung der Zellperipherie kurz nach Beginn
der Kokultur mit γδ T Zellen beobachtet werden (Abschnitt 3.10). Dies könnte z.B. die Proli-
feration von T Zellen inhibieren. Wang et al. (2014) konnten z.B. zeigen, dass von HeLa- oder
Brustkrebszellen freigesetztes Galektin-3 an den aktivierenden NK-Rezeptor NKp30 bindet
und darüber die zytotoxische Aktivität von NK Zellen reduziert. Tsuboi und Kollegen konnten
auch eine Bindung von Galektin-3 an den NKG2D Liganden MIC-A auf NK Zellen zeigen,
wodurch die Affinität von MIC-A für NKG2D verringert wurde. Dadurch wurde die Aktivie-
rung der humanen NK Zellen deutlich reduziert (Tsuboi et al., 2011). Auch Peng und Kollegen
konnten zeigen, dass Galektin-3 die zytotoxische Aktivität von tumorreaktiven CD8+ αβ T
Zellen inhibiert (Peng et al., 2008). Demotte et al. (2014) konnten ergänzend zeigen, dass hu-
mane CD8+ TIL aus verschiedensten Tumorentitäten Galektin-3 auf der Oberfläche aufwiesen.
Nach Behandlung mit Galektin-3 Inhibitoren konnten die TIL deutlich höhere Mengen IFN-γ
freisetzen und zeigten eine deutlich verstärkte zytotoxische Aktivität. Demotte et al. (2008)
führen dies auf einen Verlust der Kolokalisation zwischen TZR und CD8, der über Galektin-3
vermittelt wird, zurück. Petit et al. (2016) konnten ergänzend zeigen, dass Galektin-3 die Eta-
blierung einer Synapse zwischen TIL und Zielzellen verhindert. Die Autoren führten dies auf
eine defekte Adhäsion über LFA-1 zurück. Durch diese unvollständige Synapse wurden zwar
intrazellulär Zytokine wie IFN-γ gebildet, diese konnten aber nicht freigesetzt werden (Petit
et al., 2016). Wir konnten beobachten, dass T Zellen aus dem Tumor von Ovarialkarzinom
Patientinnen eine stärkere Expression von IFN-γ zeigten als T Zellen aus dem Blut derselben
Patientinnen (Daten nicht gezeigt). Ob die Freisetzung dieses intrazellulären IFN-γ in unseren
Experimenten ebenfalls inhibiert war, wurde allerdings nicht untersucht.
In unseren Analysen der zytotoxischen Aktivität von kurzzeit aktivierten γδ und αβ T Zellen
auf Panc1 Zellen wurden diese nur in der RTCA-Analyse leicht besser lysiert, wenn Galektin-
3 herunterreguliert wurde. Im 51Cr-Freisetzungstest, bei dem auch unterschiedliche Effektor-
Zielzell-Verhältnisse verwendet wurden, war dieser Effekt nicht mehr so deutlich zu beob-
achten. Auch bei PancTu-I Zellen zeigten sich keine Effekte einer Herunterregulation von
Galektin-3 auf die Lyse durch kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T Zellen. Nach Restimulation
der kurzzeit aktivierten γδ T Zellen mit dem bsAk [(HER2)2xVγ9] war weder bei Panc1 Zel-
len noch bei PancTu-I Zellen ein Unterschied in der Lyse zwischen Zellen mit vorhandener
oder herunterregulierter Galektin-3 Expression zu beobachten. Die kurzzeit aktivierte T Zellen
für diese Experimente wurden von gesunden Spendern generiert. Auch Demotte und Kollegen
beobachteten keinen steigernden Effekt auf die zytotoxische Aktivität von humanen CD8+ αβ
T Zellen aus dem Blut durch Behandlung mit Galektin-3 Inhibitoren. In humanen TIL hinge-
gen steigerte eine Inkubation mit Galektin-3 Inhibitor die IFN-γ Freisetzung (Demotte et al.,
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2014). Dies deutet darauf hin, dass T Zellen Galektin-3 möglicherweise über einen längeren
Zeitraum ausgesetzt sein müssen, um zytotoxische Effektorfunktionen zu modulieren.
In einem Lymphom-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Galektin-1 die CD20-abhängige
Phagozytose nach Rituximab-Therapie (gegen CD20 gerichteter Antikörper) verhindert (Lykken
et al., 2016). Dies könnte darauf hindeuten, dass Galektine auch in der Therapie mit anderen
Antikörpern wie z.B. Immun-Checkpoint-Inhibitoren eine Rolle spielen. Es konnte z.B. ge-
zeigt werden, dass Galektin-3 murine CD8+ T Zellen über Bindung an das Immun-Checkpoint-
Molekül lymphocyte activation gene (LAG)-3 inhibiert (Kouo et al., 2015). Über diesen Me-
chanismus könnte Galektin-3 ebenfalls die Aktivierung von γδ T Zellen, die auch CD8 expri-
mieren können, verhindern (Mingari et al., 1988). Erste klinische Studien für das Melanom,
in denen eine Immun-Checkpoint-Blockade in Kombination mit Galektin-3 Inhibitor getestet
werden soll, rekrutieren bereits Patienten (clinicaltrial NCT02575404 und NCT02117362).
4.5 Ausblick
Für viele solide Tumore wie das PDAC oder das Ovarialkarzinom haben sich die Überle-
bensraten in den letzten Jahren nicht gravierend verändert. Ob eine Behandlung mit Immun-
Checkpoint-Inhibitoren, die z.B. beim Melanom erhebliche Erfolge erzielen, die Überlebensra-
ten auch für das PDAC oder das Ovarialkarzinom verbessern kann, ist Gegenstand derzeitiger
Untersuchungen und Diskussionen (Aglietta et al., 2014). Auch bsAk könnten eine Möglich-
keit darstellen die immunsuppressive Mikroumgebung solider Tumore zu überkommen. Hier-
durch könnten vorher nicht reaktive T Zellen reaktiviert und somit eine Tumorantwort indu-
ziert werden. Werden γδ T Zellen über bsAk aktiviert, setzen sie TH1 Zytokine wie IFN-γ oder
TNF-α frei, welche die durch verminderte Anzahl an CD4+ αβ T Zellen verringerte Menge
an TH1 Zytokinen in der Tumorumgebung kompensieren könnten (Helm et al., 2014c; Oberg
et al., 2014). Möglicherweise könnten bsAk auch z.B. im Tumor nachgewiesene IL-17 produ-
zierende γδ T Zellen zu einer Freisetzung von TH1 Zytokinen anregen (Wu et al., 2014). Eine
weitere mögliche Therapieoption für solide Tumore stellt der adoptive Zelltransfer dar. Hierfür
könnte neben CAR T Zellen insbesondere auch ein adoptiver Transfer von γδ T Zellen mögli-
cherweise in Kombination mit bsAk eine Option sein. γδ T Zellen haben den Vorteil, dass sie
HLA-unabhängig ihre Antigene erkennen, eine antigenpräsentierende Funktion besitzen, eine
verminderte graft versus host Reaktion zeigen und IFN-γ und TNF-α freisetzen. Auch beim




Galektin-3 scheint insbesondere die zytotoxischen Effektorfunktionen von CD4+ und CD8+
Tumor-infiltrierenden Lymphozyten zu inhibieren (Demotte et al., 2008). Im Rahmen die-
ser Arbeit konnte eine verringerte Proliferation von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen in Gegenwart von
Galektin-3 beobachtet werden. Mit diesem Effekt hängt möglicherweise die verringerte Fre-
quenz von Vδ2 γδ T Zellen im Tumor von Ovarialkarzinom Patientinnen zusammen. Wurden
γδ T Zellen hingegen wie für einen adoptiven Transfer in vitro expandiert, hatte Galektin-3 in
anschließenden Zytotoxizitätsassays keinen Einfluss auf die Lyse von Tumorzellen. Dies deutet
darauf hin, dass Galektin-3 zwar ein Resistenzmechanismus von Tumorzellen ist, dieser aber





Galektin-3 ist ein β -Galaktosid-bindendes Protein, das je nach Lokalisation unterschiedlichste
Funktionen aufweist. Eine immunsuppressive Funktion von Galektin-3 wird im Kontext der
Tumorimmunologie diskutiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Galektin-3 in
der Interaktion von Tumorzellen mit T Zellen, insbesondere den für eine Immuntherapie in-
teressanten γδ T Zellen, untersucht. Galektin-3 wird sowohl von Tumorzellen als auch von T
Zellen exprimiert, wird von diesen jedoch unter Zellkulturbedingungen nur in geringen Men-
gen freigesetzt. In Kokultur von T Zellen zusammen mit Tumorzellen zeigte sich dagegen eine
stark erhöhte Freisetzung von Galektin-3. Durch Herunterregulation von Galektin-3 mit siRNA
konnten die Tumorzellen als Quelle des freigesetzten Galektin-3 in Kokultur identifiziert wer-
den. Es zeigte sich, dass Galektin-3 die Proliferation von Vγ9Vδ2 γδ T Zellen inhibiert. Zu-
sätzlich stellte sich heraus, dass Vγ9Vδ2 γδ T Zellen in Gegenwart einiger PDAC Zellen und
Ovarialkarzinomzellen nicht mehr in der Lage sind zu proliferieren und dass Galektin-3 sowie
α3β1 Integrin hieran beteiligt sind. Um zu überprüfen, ob diese Daten eine in vivo Relevanz
besitzen, wurde die Infiltration von γδ T Zellen sowie die Freisetzung von Galektin-3 durch
primäre Ovarialkarzinom Zellen analysiert. Es zeigte sich, dass Galektin-3 ebenfalls von pri-
mären Ovarialkarzinom Zellen in Kokultur mit T Zellen freigesetzt wird. Damit im Einklang
steht die beobachtete reduzierte Frequenz von Vδ2 γδ T Zellen im Tumor und im Aszites von
Ovarialkarzinom Patientinnen. In vitro expandierte Vγ9Vδ2 γδ T Zellen wurden hingegen
durch Galektin-3 nicht beeinflusst. Galektin-3 induzierte in diesem Fall weder Zelltod noch
modulierte es die zytotoxische Aktivität von in vitro expandierten Vγ9Vδ2 γδ T Zellen gegen-
über Tumorzellen.
Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass Galektin-3 in der Tumorum-
gebung eine immunsuppressive Funktion besitzt. Die Ergebnisse legen allerdings nahe, dass
die immunsuppressive Wirkung von Galektin-3 durch einen adoptiven Transfer in vitro ex-





Galectin-3 is a β -galactoside-binding protein which has different functions depending on its
localization. An immunosuppressive function of galectin-3 has been discussed in the context
of tumor-immunology. Within the framework of this thesis, the influence of galectin-3 on the
interaction of tumor cells with T cells, especially with γδ T cells was analyzed. γδ T cells
are of great interest for an immunotherapy of solid tumors due to their HLA independent re-
cognition of antigens and their reduced graft versus host reaction. Galectin-3 is expressed by
tumor cells and T cells but is only relased in small amounts by either cell population. However,
during coculture of T cells together with tumor cells large amounts of galectin-3 were released.
Knockdown of galectin-3 in tumor cells showed that tumor cells were the source of galectin-3
in coculture with T cells.
Soluble galectin-3 inhibited the proliferation of Vγ9Vδ2 γδ T cells. In addition, some PDAC
cells and ovarian cancer cells also inhibited the proliferation of Vγ9Vδ2 γδ T cells. Further
experiments demonstrated that galectin-3 and the α3β1 integrin were involved in this inhibiti-
on. To evaluate whether these effects are relevant in vivo, the release of galectin-3 by primary
ovarian cancer cells and the infiltration of γδ T cells in tumors of ovarian cancer patients were
analyzed. Primary ovarian cancer cells also released galectin-3 upon coculture with T cells.
Furthermore, the frequency of Vδ2 γδ T cells was lower in tumor and ascites than in blood
of ovarian cancer patients. In contrast to these observations, galectin-3 did not influence in
vitro expanded Vγ9Vδ2 γδ T cells. Galectin-3 neither induced cell death of in vitro expan-
ded Vγ9Vδ2 γδ T cells, nor did galectin-3 change the cytotoxic activity of in vitro expanded
Vγ9Vδ2 γδ T cells towards tumor cells.
Taken together, the results of this thesis indicate that galectin-3 has an immunosuppressive
function in the tumor microenvironment. Additionally, the results suggest that this immuno-
suppressive function can be overcome by an adoptive transfer of in vitro expanded Vγ9Vδ2 γδ
T cells, alone or in combination with bispecific antibodies.
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6.1 Freisetzung von Galektin-3 in Kokultur von weiteren
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Abbildung 6.1: Wenig Galektin-3 Freisetzung in Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit Panc89 Zellen.
200.000 CD4+αβ T Zellen, CD8+αβ T Zellen oder γδ T Zellen wurden durch magnetische Separation iso-
liert und mit bispezifischem Antikörper ([HxCD3] = [HER2xCD3], [HxVγ9] = [(HER2)2xVγ9]) oder Beads
(αβ T Zellen) bzw. Phosphoantigen BrHPP (γδ T Zellen) und 50 IU IL-2 in Anwesenheit von Panc89 Zel-
len (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1) stimuliert. Nach 24, 48 oder 72 Stunden wurden Zellkulturüberstände
genommen und mittels ELISA auf Galektin-3 überprüft. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung
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Abbildung 6.2: Galektin-3 Freisetzung in Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit Colo357 Zellen.
200.000 magnetisch isolierte CD4+ αβ T Zellen, CD8+ αβ T Zellen oder γδ T Zellen wurden in Gegen-
wart von Colo357 Zellen (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1) und 50 IU IL-2 mit den angegebenen Stimuli
stimuliert ([HxCD3] = [HER2xCD3], [HxVγ9] = [(HER2)2xVγ9]). Die Galektin-3 Menge im Überstand wur-
de nach 24, 48 und 72 Stunden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung
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Abbildung 6.3: Starke Galektin-3 Freisetzung in Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit Capan-1 Zel-
len. 200.000 CD4+αβ T Zellen, CD8+αβ T Zellen oder γδ T Zellen wurden mittels magnetischer Separation
isoliert und in Gegenwart von 50IU IL-2 mit Capan-1 Zellen kokultiviert (Effektor-Zielzell-Verhältnis 20:1).
24, 48 und 72 Stunden nach Stimulation mit den angegebenen Stimuli wurden Überstände genommen und mit
ELISA auf Galektin-3 überprüft. Die Balken stellen den Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten
von zwei Spendern dar. [HxCD3]: [HER2xCD3], [HxVγ9]: [(HER2)2xVγ9].
6.2 Freisetzung von Galektin-3 in Kokultur von weiteren
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Abbildung 6.4: Geringe Galektin-3 Freisetzung in Kokultur von Panc89 Zellen mit kurzzeit aktivierten T
Zelllinien. 200.000 kurzzeit aktivierte T Zellen (CD4+ αβ T Zellen und CD8+ αβ T Zellen bzw. Vγ9Vδ2 γδ
T Zellen) wurden mit Panc89 Zellen (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1) kokultiviert und mit den angegebenen
Stimuli und 12,5 IU IL-2 restimuliert ([HxCD3] = [HER2xCD3], [HxVγ9] = [(HER2)2xVγ9]). Die in den
Überstand freigesetzte Menge Galektin-3 wurde nach ein, drei und 24 Stunden mit ELISA bestimmt. Die
Balken repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten von zwei bis fünf Spendern.
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Abbildung 6.5: Starke Galektin-3 Freisetzung in Kokultur von kurzzeit aktivierten T Zelllinien mit Capan-
1 Zellen. 200.000 kurzzeit aktivierten T Zelllinien (CD4+ αβ T Zellen und CD8+ αβ T Zellen bzw. Vγ9Vδ2
γδ T Zellen) wurden in Gegenwart von 12,5 IU IL-2 wie angegeben restimuliert und mit Capan-1 Zellen kokul-
tiviert. Nach ein, drei und 24 Stunden wurden Zellkulturüberstände genommen und mit ELISA auf Galektin-3
überprüft. Die Balken stellen die Mittelwerte ± Standardabweichung von Doppelwerten von zwei Spendern
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Abbildung 6.6: Geringe Galektin-3 Freisetzung in Kokultur von kurzzeit aktivierten T Zelllinien mit Co-
lo357 Zellen. 200.000 kurzzeit aktivierte CD4+- sowie CD8+ αβ T Zellen oder kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2
γδ T Zellen wurden mit Colo357 Zellen in Gegenwart von 12,5 IU IL-2 kokultiviert und mit den angegebe-
nen Stimuli restimuliert. Dargestellt ist die mittels ELISA bestimmte Galektin-3 Menge im Überstand nach
ein, drei und 24 Stunden als Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten von ein bis vier Spendern.
[HxCD3]: [HER2xCD3], [HxVγ9]: [(HER2)2xVγ9].
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6.3 Freisetzung von Galekin-9 in Kokulturen von
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Abbildung 6.7: Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit PancTu-I Zellen.
200.000 CD4+αβ T Zellen, CD8+αβ T Zellen oder γδ T Zellen wurden durch magnetische Separation isoliert
und mit PancTu-I Zellen (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1) kokultiviert und in Gegenwart von 50 IU IL-2
unterschiedlich stimuliert ([HxCD3] = [HER2xCD3], [HxVγ9] = [(HER2)2xVγ9]). Die Galektin-9 Menge im
Zellkulturüberstand wurde nach 24, 48 und 72 Stunden mit ELISA überprüft. Die Balken stellen den Mittelwert
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Abbildung 6.8: Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit Panc89 Zellen. 200.000
magnetisch isolierte CD4+αβ T Zellen, CD8+αβ T Zellen oder γδ T Zellen wurden mit Panc89 Zellen ko-
kultiviert (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1) und in Gegenwart von 50 IU IL-2 mit den angegebenen Stimuli
stimuliert ([HxCD3] = [HER2xCD3], [HxVγ9] = [(HER2)2xVγ9]). Die Galektin-9 Menge im Überstand der
Kokultur wurde durch ELISA nach 24, 48 und 72 Stunden bestimmt. Die Balken stellen den Mittelwert ±
Standardabweichung von Doppelwerten von zwei Spendern dar.
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Abbildung 6.9: Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit Capan-1 Zellen. Die
Galektin-9 Menge im Überstand einer Kokultur aus 200.000 CD4+αβ T Zellen, CD8+αβ T Zellen oder γδ
T Zellen (magnetisch separiert) mit Capan-1 Zellen (Effektor-Zielzell-Verhältnis 20:1) wurde nach 24, 48 und
72 Stunden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung nach angegebener
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Abbildung 6.10: Keine Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit Panc1 Zel-
len.In Kokultur von Panc1 Zellen mit 200.000 magnetisch separierten CD4+ αβ T Zellen, CD8+ αβ T Zellen
oder γδ T Zellen (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1), die in Gegenwart von 50 IU IL-2 mit den angegebenen
Stimuli stimuliert wurden ([HxCD3] = [HER2xCD3], [HxVγ9] = [(HER2)2xVγ9]), wurden nach 24, 48 und
72 Stunden Überstände genommen und die Galektin-9 Menge mittels ELISA überprüft. Dargestellt ist der
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Abbildung 6.11: Geringe Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von frisch isolierten T Zellen mit Colo357
Zellen. 200.000 CD4+ αβ T Zellen, CD8+ αβ T Zellen oder γδ T Zellen wurden magnetisch separiert und mit
Colo357 Zellen kokultiviert (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1). 24, 48 und 72 Stunden nach Stimulation mit
bispezifischem Antikörper ([HxCD3] = [HER2xCD3], [HxVγ9] = [(HER2)2xVγ9]) oder Beads (αβ T Zellen)
bzw. Phosphoantigen (γδ T Zellen) in Gegenwart von 50 IU IL-2 wurde die Galektin-9 Menge im Überstand
durch ELISA bestimmt. Die Balken stellen den Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten eines
Spenders dar.
146
6.4 Freisetzung von Galekin-9 in Kokulturen von Tumorzellen mit kurzzeit aktivierten T
Zelllinien
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Abbildung 6.12: Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von PancTu-I Zellen mit kurzzeit aktivierten T Zell-
linien. 200.000 kurzzeit aktivierten CD4+-, oder CD8+ αβ T sowie kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T Zellen
wurden mit PancTu-I Zellen (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1) unter den angegebenen Restimulationsbedin-
gungen in Gegenwart von 12,5 IU IL-2 kokultiviert ([HxCD3] = [HER2xCD3], [HxVγ9] = [(HER2)2xVγ9]).
Die Menge an Galektin-9 im Kulturüberstand wurde zu den angegebenen Zeitpunkten mit ELISA gemessen.
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Abbildung 6.13: Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von Panc89 Zellen mit kurzzeit aktivierten T Zelllini-
en. 200.000 kurzzeit aktivierte CD4+-, oder CD8+ αβ T Zellen sowie kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T Zellen
wurden mit Panc89 Zellen kokultiviert (Effektor-Zielzell-Verhältnis 40:1) und mit den angegebenen Stimuli
und 12,5 IU IL-2 restimuliert ([HxCD3] = [HER2xCD3], [HxVγ9] = [(HER2)2xVγ9]). Ein, drei und 24 Stun-
den nach Stimulation wurden Zellkulturüberstände genommen und mit ELISA auf Galektin-9 überprüft. Die
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Abbildung 6.14: Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von Capan-1 Zellen mit kurzzeit aktivierten T Zell-
linien. 200.000 kurzzeit aktivierte CD4+-, oder CD8+ αβ T Zellen sowie kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T
Zellen wurden in Gegenwart von 12,5 IU IL-2 mit Capan-1 Zellen kokultiviert (Effektor-Zielzell-Verhältnis
20:1) und mit bispezifischem Antikörper ([HxCD3] = [HER2xCD3], [HxVγ9] = [(HER2)2xVγ9]) oder Be-
ads bzw. Phosphoantigen restimuliert. Nach ein, drei und 24 Stunden wurden die Zellkulturüberstände mittels
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Abbildung 6.15: Geringe Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von Panc1 Zellen mit kurzzeit aktivierten T
Zelllinien. 200.000 kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T Zellen oder CD4+-, sowie CD8+ αβ T Zellen wurden mit
Panc1 Zellen Kokultiviert. Ein, drei und 24 Stunden nach anschließender Restimulation mit den angegebenen
Stimuli und 12,5 IU IL-2 wurden Zellkulturüberstände entnommen und mit ELISA auf Galektin-9 überprüft.
Der Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten von ein bis vier Spendern ist dargestellt. [HxCD3]:
[HER2xCD3], [HxVγ9]: [(HER2)2xVγ9].
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Abbildung 6.16: Wenig Galektin-9 Freisetzung in Kokultur von Colo357 Zellen mit kurzzeit aktivierten T
Zelllinien. 200.000 kurzzeit aktivierte CD4+, oder CD8+ αβ T Zellen bzw. kurzzeit aktivierte Vγ9Vδ2 γδ T
Zellen wurden mit Colo357 Zellen kokultiviert und mit den angegebenen Stimuli und 12,5 IU IL-2 restimu-
liert. Nach ein, drei und 24 Stunden wurde die Galektin-9 Menge im Zellkulturüberstand mit ELISA gemes-
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Abbildung 6.17: Einfluss von neutralisierenden Antikörpern auf die γδ T Zellproliferation innerhalb der
PBMZ. 250.000 PBMZ wurden in 110 µl in 96er Rundbodenplatten mit den angegebenen Antikörpern in
Konzentrationen von 10 µg/ml oder 20 µg/ml vorinkubiert. Nach zwei Stunden wurden 50 µl dieses Gemisches
in eine 96er Flachbodenplatte überführt und mit 2,5 µM Zoledronat in Gegenwart von 50 IU IL-2 stimuliert.
Am Tag der Stimulation (Tag 0) und nach sechs Tagen wurde die Absolutzellzahl der Vγ9-positiven γδ T
Zellen mittels SCDA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung von Doppelwerten eines
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